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A b s t r a c t
T h e  i n c i d e n c e  o f  p r o d u c t i o n  a n d  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  
v a r i o u s  e x t r a c e l l u l a r  f a c t o r s  o f  P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  
f r o m  l e u k a e m i c  a n d  n o n - l e u k a e m i c  p a t i e n t s  w e r e  
i n v e s t i g a t e d .  A p a n e l  o f  1 5 7  i s o l a t e s  w a s  c o n s t r u c t e d  
f r o m  b l o o d  o f  l e u k a e m i c  ( G r o u p  I ) ,  a n d  o t h e r  b o d y  s i t e s  
o f  t h e  s a m e  p a t i e n t s  ( G r o u p  I I ) ,  a n d  f r o m  v a r i o u s
s p e c i m e n s  o f  n o n - l e u k a e m i c  p a t i e n t s  ( G r o u p  I I I ) .  M o s t  
s t r a i n s  p r o d u c e d  p y o c y a n i n .  C r o s s  i n f e c t i o n  b e t w e e n
p a t i e n t s  w a s  n o t  a  s i g n i f i c a n t  p r o b l e m .  T h e  i n c i d e n c e  o f  
p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  w a s  h i g h  (94%)  a n d  t h e r e  w a s  n o
s i g n i f i c a n t  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  s t r a i n s .  
P r o t e a s e  p r o d u c t i o n  w a s  i n h i b i t e d  b y  p l a s m a  a 2 
m a c r o g l o b u l i n  b u t  u r i n e  w a s  n o t  i n h i b i t o r y  f o r  t h e  
e n z y m e .  P r o t e a s e  a c t i v i t y  w a s  d e m o n s t r a t e d  w i t h
f i b r o n e c t i n  b y  a  s p e c i f i c  E L I S A .  C o m p l e m e n t  d e g r a d a t i o n ,  
p a r t i c u l a r l y  C 3 ,  w a s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  b y  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  i m m u n o g l o b u l i n s  I g G ,  M a n d  A w e r e  
d e s t r o y e d  b y  HPLC p u r i f i e d  a l k a l i n e  p r o t e a s e .  T h e  
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a l k a l i n e  p r o t e a s e  w a s  f o u n d  t o  b e  36 
k d  a n d  t h a t  o f  e l a s t a s e  t o  b e  22 k d .
A l l  i s o l a t e s  p r o d u c e d  a  c y t o t o x i n  i n  p l a s m a  a c t i v e  o n  
p o l y m o r p h o n u c l e a r  (PMN) l e u c o c y t e s .  C y t o t o x i c  p r o t e i n s  
p u r i f i e d  b y  FPLC e x h i b i t e d  a  w i d e  r a n g e  o f  m o l e c u l a r  
w e i g h t s . V a r i o u s  ELISA a s s a y s  w e r e  d e v e l o p e d  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  e x o t o x i n  A p r o d u c t i o n .  T h e  i n c i d e n c e  o f  
t o x i n  w a s  s i m i l a r  i n  e a c h  g r o u p .  E x o t o x i n  A w a s  r a r e  i n  
u r i n e s  f r o m  i n f e c t e d  p a t i e n t s ,  b u t  w a s  f r e q u e n t  i n  s e r u m  
e s p e c i a l l y  f r o m  c h r o n i c  i n f e c t i o n s .  E x o t o x i n  A l e v e l s  i n  
s e r a  o f  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  w a s  l o w .  A n t i b o d y  t o  e x o t o x i n  
A w a s  a l s o  l o w  a n d  a n o m a l o u s  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d .
H a e m o l y t i c  a c t i v i t y  w a s  u n i v e r s a l  f o r  a l l  i s o l a t e s  a n d  
m u c h  o f  t h i s  w a s  d u e  t o  h e a t - s t a b l e  g l y c o l i p i d .
A h y p o t h e t i c a l  m o d e l  o f  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  e x o t o x i n  A 
p r o d u c t i o n  a n d  c y t o t o x i n  i s  p r o p o s e d  i n  w h i c h  t h e  
c y t o t o x i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  c a u s e  l y s i s  o f  l e u c o c y t e s  w i t h  
t h e  r e s u l t a n t  r e l e a s e  o f  l e u c o c y t e  e l a s t a s e  e n z y m e  w h i c h  
i s  h i g h l y  a c t i v e  o n  e x o t o x i n  A.  N e u t r o p e n i c  p a t i e n t s  
l a c k  t a r g e t  c e l l s  f o r  c y t o t o x i n  a n d  t h u s  e x o t o x i n  A 
a c t i v i t y  i s  u n c h e c k e d .
T o  m y  p a r e n t s
A c k n o w l e d g e m e n t s
I  w a s  f o r t u n a t e  t o  h a v e  h a d  t h e  l a t e  D r .  P a u l  N o o n e ,  
C o n s u l t a n t  i n  M i c r o b i o l o g y  o f  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l  
S c h o o l  o f  M e d i c i n e  a s  my s u p e r v i s o r .  W i t h o u t  h i s  i n i t i a l  
i n t e r e s t  i n  t h e  s u b j e c t  o f  i m m u n o c o m p r o m i s e d  h o s t  a n d  
i n f e c t i o n ,  n o n e  o f  t h i s  t h e s i s  c o u l d  h a v e  b e e n  
u n d e r t a k e n .
To  D r .  T . L .  P i t t ,  my s u p e r v i s o r ,  a t  t h e  L a b o r a t o r y  o f  
H o s p i t a l  I n f e c t i o n ,  CPHL, C o l i n d a l e ,  I  r e m a i n  d e e p l y  
i n d e b t e d  f o r  g u i d i n g  me w i t h  p a t i e n c e  a n d  t o l e r a n c e  
t h r o u g h o u t  t h e  p e r i o d  o f  t h i s  w o r k .  F r o m  my e a r l y  d a y s  
o f  h e s i t a n c y  a n d  c o n f u s i o n  t o  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  w r i t i n g  
u p  my t h e s i s ,  h i s  c o n c e r n  a n d  c r i t i c i s m s  h e l p e d  a n d  
e n c o u r a g e d  me t o  a  l a r g e  e x t e n t .
I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  P r o f e s s o r s  W. B r u m f i t t  a n d  J . M .  
H a m i l t o n - M i l l e r  o f  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l  a n d  
D r .  J .  D a l e  o f  t h e  U n i v e r s i t y  o f  S u r r e y  f o r  t h e i r  
s u p e r v i s i o n  a n d  g u i d a n c e  o f  t h i s  s t u d y .
My t h a n k s  t o  H a z e l  A u c k e n  o f  t h e  L a b o r a t o r y  o f  H o s p i t a l  
I n f e c t i o n  a t  CPHL, C o l i n d a l e  f o r  e x p e r t  a d v i c e  o n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  v a r i o u s  i m m u n o a s s a y s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .
T h a n k s  a l s o  g o  t o  D a v i d  B o o t h ,  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  
H i s t o p a t h o l o g y  a t  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l  a n d  t o  J o h n  
W h i t e  i n  t h e  R e p r o g r a p h i c  D e p a r t m e n t  a t  CPHL, C o l i n d a l e  
f o r  t h e  a r t w o r k  a n d  t h e  u s e  o f  c o m p u t e r  f a c i l i t i e s  f o r  
t h e  f i g u r e s  t h a t  a p p e a r  i n  t h i s  t h e s i s  a n d  t o  M rs  J e a n  
B u r t  f o r  t y p i n g  t h e  t h e s i s .
I  w i s h  t o  e x p r e s s  v e r y  s p e c i a l  t h a n k s  t o  my p a r e n t s ,  
b r o t h e r  a n d  s i s t e r - i n - l a w ,  s i s t e r s  a n d  b r o t h e r - i n - l a w s ,  
n e p h e w s  a n d  n i e c e s .  T h i s  t h e s i s  w o u l d  n o t  h a v e  b e e n  
p o s s i b l e  w i t h o u t  t h e i r  g o o d  w i s h e s .
I  am e x t r e m e l y  g r a t e f u l  t o  t h e  S p e c i a l  T r u s t e e s  o f  t h e  
R o y a l  F r e e  H o s p i t a l  f o r  t h e i r  f i n a n c i a l  s u p p o r t  w h i c h  
e n a b l e d  t h i s  w o r k  t o  b e  c a r r i e d  o u t .
L a s t  b u t  n o t  l e a s t  I  w i s h  t o  t h a n k  a l l  my c o l l e a g u e s  who 
a r e  t o o  n u m e r o u s  t o  m e n t i o n  b u t  a r e  g r a t e f u l l y  
a c k n o w l e d g e d .
i v
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INTRODUCTION
1
L e u k a e m i a
T h e  d i s e a s e
T h e  t e r m  l e u k a e m i a  d e s c r i b e s  a  g r o u p  o f  c o n d i t i o n s  i n  
w h i c h  t h e r e  i s  a  d y s r e g u l a t i o n  i n  t h e  p r o l i f e r a t i o n  a n d  
/ o r  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  a  p a r t i c u l a r  l i n e a g e  o f  h a e m a ­
t o p o i e t i c  c e l l s .  T h i s  o c c u r s  f i r s t  i n  t h e  b o n e  m a r r o w  a n d  
t h e n  a f f e c t s  t h e  b l o o d  a n d  o t h e r  o r g a n s .  Any l i n e a g e  o f  
h a e m a t o p o i e t i c  c e l l s  may  b e  i n v o l v e d  ( F i g u r e  1 ) .
T h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  t h e  l e u k a e m i a s  s e e n  i n  h o s p i t a l  
p r a c t i c e  a r e  o f  t h e  a c u t e  f o r m s .  T h e  t e r m  " a c u t e "  d e n o t e s  
a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r  o f  i m m a t u r e ,  u n d i f f e r e n t i a t e d  
c e l l s  o f  m y e l o i d  a n d / o r  l y m p h o i d  s e r i e s  i n  t h e  p e r i p h e r a l  
b l o o d .  T h e  t e r m  " c h r o n i c "  s i g n i f i e s  t h e  p r e s e n c e  o f  m a t ­
u r e  c e l l s  ( i . e . d i f f e r e n t i a t e d )  i n  t h e  b l o o d s t r e a m .  Of  
t h e  t w o  f o r m s ,  a c u t e  l e u k a e m i a  i s  t h e  m o r e  r a p i d l y  f a t a l .  
As t h e  a n t i b a c t e r i a l  f u n c t i o n  o f  w h i t e  b l o o d  c e l l s  i s  
a f f e c t e d  i n  t h e  d i s e a s e  p r o c e s s ,  i n f e c t i o n  r e m a i n s  o n e  o f  
t h e  m a j o r  p r o b l e m s  i n  t h e s e  p a t i e n t s .
I n  r e c e n t  y e a r s ,  t h e  p r o g n o s i s  f o r  l e u k a e m i a  p a t ­
i e n t s  h a s  i m p r o v e d  c o n s i d e r a b l y .  Many f a c t o r s  a r e  r e ­
s p o n s i b l e  f o r  t h i s ;  t h e y  i n c l u d e  a d v a n c e s  i n  d i a g n o s i s ,  
i m p r o v e d  t r e a t m e n t  o f  u n d e r l y i n g  d i s e a s e s  b y  c h e m o t h e r a p y  
a n d / o r  r a d i o t h e r a p y ,  a n d  a n t i b i o t i c  t h e r a p y .  I n  a d d i t i o n ,  
i m p r o v e m e n t s  i n  s u p p o r t i v e  c a r e  o f  p a t i e n t s  a n d  t h e  d e v e ­
l o p m e n t  o f  s p e c i a l i z e d  u n i t s  c o m b i n e d  w i t h  t h e  i n t r o d u c t ­
i o n  o f  b o n e  m a r r o w  t r a n s p l a n t a t i o n  a s  a  s p e c i f i c  t r e a t ­
m e n t  h a s  l e d  t o  a  s i g n i f i c a n t  i m p r o v e m e n t  i n  t h e  
p r o g n o s i s .
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T h e  f o l l o w i n g  i s  a  r e v i e w  o f  t h e  b a s i c  b i o l o g y  o f  
a c u t e  l e u k a e m i a ,  t h e  m a n a g e m e n t  o f  t h e  d i s e a s e  a n d  t h e  
i n f e c t i o n s  m o s t  c o m m o n l y  a s s o c i a t e d  w i t h  m o r t a l i t y  i n  
t h e s e  p a t i e n t s .
C l a s s i f i c a t i o n
T h e  l e u k a e m i a s  a r e  c l a s s i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  c e l l  
o f  o r i g i n .  T h e  t w o  m o s t  common v a r i e t i e s  a r e  l y m p h o c y t i c  
l e u k a e m i a s ,  w h e r e  t h e  l y m p h o c y t i c  s e r i e s  i s  a f f e c t e d ,  a n d  
t h e  m y e l o i d  l e u k a e m i a s ,  w h e r e  t h e  m a t u r i n g  s e r i e s  o f  
m e g a k a r y o c y t e ,  e r y t h r o i d ,  g r a n u l o c y t e  a n d  m o n o c y t e /  
m a c r o p h a g e  c e l l s  a r e  a f f e c t e d .  B o t h  l y m p h o c y t i c  a n d  
m y e l o i d  l e u k a e m i a s  may  o c c u r  i n  a n  a c u t e  o r  c h r o n i c  f o r m .  
F i g u r e  2 g i v e s  a  g e n e r a l  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  v a r i e t i e s  
o f  l e u k a e m i a  k n o w n  t o d a y .
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e  t w o  m a j o r  
t y p e s  o f  l e u k a e m i a  a s  t h e y  h a v e  a  d i f f e r e n t  p r o g n o s i s  a n d  
b e c a u s e  d i f f e r e n t  d r u g s  a r e  u s e d  f o r  t h e  i n d u c t i o n  o f  
r e m i s s i o n  ( t o  b r i n g  a b o u t  r e l i e f  o f  d i s e a s e  s y m p t o m s ) .  
F o r  e x a m p l e ,  t h e  r e s p o n s e  t o  c h e m o t h e r a p y  i s  m o r e  
f a v o u r a b l e  i n  a c u t e  l y m p h o b l a s t i c  l e u k a e m i a  ( ALL) ,  
p a r t i c u l a r l y  t h e  c h i l d h o o d  d i s e a s e ,  t h a n  i n  a c u t e  m y e l o i d  
l e u k a e m i a  (AML) .  AML h a s  b e e n  f u r t h e r  s u b d i v i d e d  i n t o  
e i g h t  v a r i e t i e s  (MO t o  M7) a c c o r d i n g  t o  t h e  F r e n c h -  
A m e r i c a n - B r i t i s h  (FAB) s c h e m e  ( B e n n e t t  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  
1 9 8 5 )  a n d  t h e  s a m e  s c h e m e  s u b d i v i d e s  ALL i n t o  L- | , L 2 a n d  
L 3 t y p e s ,  d e p e n d i n g  o n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  " b l a s t s "  o r  
p r i m i t i v e  c e l l s . T h e  c h r o n i c  l e u k a e m i a s  a r e  t e r m e d
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c h r o n i c  m y e l o i d  l e u k a e m i a  {CIVIL) a n d  c h r o n i c  l y m p h o c y t i c  
l e u k a e m i a  ( C L L ) . I n  a d d i t i o n  t o  t h e  common l e u k a e m i a s ,  
t h e r e  a r e  o t h e r  r a r e  f o r m s  o f  t h e  d i s e a s e  s u c h  a s  h a i r y  
c e l l  a n d  m o n o c y t i c  l e u k a e m i a s .
A e t i o l o g y
T h e  a e t i o l o g y  o f  l e u k a e m i a  i s  s t i l l  u n k n o w n  i n  t h e  
m a j o r i t y  o f  c a s e s ,  a l t h o u g h  t h e r e  a r e  c e r t a i n  f a c t o r s  
w h i c h  p r e d i s p o s e  t o  i t s  d e v e l o p m e n t .  I o n i z i n g  r a d i a t i o n  
i n  l a r g e  d o s e s  ( a b o v e  100  r a d s ) ,  w h e t h e r  f r o m  e x p o s u r e  t o  
n u c l e a r  s o u r c e s  o r  f r o m  i r r a d i a t i o n  t h e r a p y ,  i s  k n o w n  t o  
b e  l e u k a e m o g e n i c  ( B i z z o z e r o  et al . ,  1 9 6 6 ;  1 9 6 7 ) .  I n
a d d i t i o n ,  v a r i o u s  c h e m i c a l s  ( e . g .  b e n z e n e )  a n d  c h e m o ­
t h e r a p e u t i c  a g e n t s ,  p a r t i c u l a r l y  a l k y l a t i n g  d r u g s  s u c h  a s  
m e l p h a l a n  a n d  p r o c a r b a z i n e ,  u s e d  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  
H o d g k i n ' s  d i s e a s e  a n d  m y e lo m a ,  a r e  r e c o g n i z e d  c a u s e s  o f  
l e u k a e m i a  (D e G o w in ,  1 9 6 3 ;  B o i v i n  et al., 1 9 8 4 ;  C u z i c k  et 
al., 1 9 8 7 ) .  H e r e d i t a r y  f a c t o r s  may a l s o  b e  i n v o l v e d .  
F o r  e x a m p l e ,  p a t i e n t s  w i t h  D o w n 's  s y n d r o m e  ( m o n g o l i s m ) ,  
a  d e f e c t  c h a r a c t e r i z e d  b y  t r i s o m y  o f  c h r o m o s o m e  2 1 ,  h a v e  
a p p r o x i m a t e l y  a  2 0 - f o l d  h i g h e r  i n c i d e n c e  o f  a c u t e  l e u k ­
a e m i a  t h a n  n o r m a l  ( S t e w a r t ,  1 9 6 1 ;  H o l l a n d  et al., 1 9 6 2 ) .  
A n u m b e r  o f  o t h e r  c o n g e n i t a l  c o n d i t i o n s  t h a t  a r e  l i n k e d  
w i t h  l e u k a e m i a  i n c l u d e  F a n c o n i ' s  a p l a s t i c  a n a e m i a  a n d  
B l o o m ' s  s y n d r o m e s ,  b o t h  o f  w h i c h  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  
c h r o m o s o m e  b r e a k a g e  ( S c h r o e d e r  & K u r t h ,  1 9 7 1 ) .  S p e c i f i c  
c h r o m o s o m a l  c h a n g e s  a r e  a l s o  k now n  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  
p a r t i c u l a r  s u b t y p e s  o f  l e u k a e m i a .  E x a m p l e s  i n c l u d e  t h e
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P h i l a d e l p h i a  ( P h 1 ) c h r o m o s o m e  w h i c h  i s  f o u n d  i n  t h e  
l e u k a e m i c  c e l l s  o f  t h e  m a j o r i t y  o f  p a t i e n t s  w i t h  CIVIL 
(W hang  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  T o u g h  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .  I t  i s  f i r m l y  
e s t a b l i s h e d  t h a t  v i r u s e s  c a n  c a u s e  l e u k a e m i a  i n  t h e  m o u s e  
a n d  f o w l .  I n  h u m a n s ,  t h e r e  i s  now s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  a  
v i r u s  a e t i o l o g y .  F o r  e x a m p l e ,  E p s t e i n - B a r r  v i r u s  h a s  
b e e n  c u l t u r e d  f r o m  B u r k i t t ' s  ly m p h o m a ,  a  d i s e a s e  s i m i l a r  
t o  L 3 ALL, a n d  t h e  h u m an  T ~ c e l l  l e u k a e m i a  v i r u s  (H T L V -1 ) .  
T h i s  r e t r o v i r u s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d ,  b y  c u l t u r e  a n d  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y ,  i n  t h e  c e l l s  o f  p a t i e n t s  w i t h  a  
p a r t i c u l a r  t y p e  o f  T - c e l l  l e u k a e m i a / l y m p h o m a  w h i c h  i s  
common i n  c e r t a i n  p a r t s  o f  J a p a n  a n d  t h e  C a r i b b e a n  
( M i k i h i r o  e t  a l . , 1 9 8 1 ) .
Incidence
Over half of the leukaemias seen in clinical practice are 
of the acute type and ALL is the most common form in 
children. The incidence is highest in the 3 - 4  year age 
group and is uncommon after 10 years of age. However, a 
secondary increase after the age of 40 has been observed 
(Hoffbrand & Pettit, 1 9 9 1 ) .  On the other hand, AML 
occurs in all age groups. It is the common form in adults 
but represents only a small fraction of childhood leuk­
aemias. CML comprises about 20% of all the leukaemias and 
is more frequently seen in middle age. CLL accounts for 
25% of the leukaemia seen in clinical practice and occurs 
chiefly in elderly males (Hoffbrand & Pettit, 1 9 9 1 ) .
7
D i a g n o s i s
T h e  d i a g n o s i s  o f  l e u k a e m i a  i s  m ad e  w h e n  a  p a t i e n t  
e i t h e r  p r e s e n t s  w i t h  s y m p to m s  w h i c h  r e l a t e  t o  b o n e  m a r r o w  
f a i l u r e  (BMF) o r  t o  t h e  h i g h  n u m b e r  o f  c i r c u l a t i n g  a b n o r ­
m a l  w h i t e  b l o o d  c e l l s .  Common s y m p to m s  o f  BMF i n c l u d e  a )  
l e t h a r g y  d u e  t o  a n a e m i a ,  b )  s p o n t a n e o u s  b r u i s i n g ,
b l e e d i n g  o f  gum s a n d  v e n e p u n c t u r e  s i t e s  a s  a  r e s u l t  o f  
t h r o m b o c y t o p e n i a ,  a n d  c )  f e v e r  a n d  i n f e c t i o n  d u e  t o  t h e  
l a c k  o f  n o r m a l  w h i t e  b l o o d  c e l l s .  O t h e r  s y m p to m s  r e l a t e d  
t o  h i g h  w h i t e  c e l l  c o u n t s  may i n c l u d e  t e n d e r  b o n e s  w i t h  
m e n i n g e a l  i n v o l v e m e n t ,  h e a d a c h e s ,  n a u s e a ,  v o m i t i n g  a n d  
b l u r r i n g  o f  v i s i o n .  O c c a s i o n a l l y ,  p a t i e n t s  e x h i b i t  n o n e  
o f  t h e s e  s y m p to m s  a n d  t h e  d i s e a s e  i s  d i s c o v e r e d  b y  c h a n c e  
w h e n  a  b l o o d  t e s t  i s  m a d e .
T h e  l a b o r a t o r y  d i a g n o s i s  o f  l e u k a e m i a  i s  m ad e  b y  
p e r f o r m i n g  a  f u l l  b l o o d  c o u n t  ( F B C ) . I f  s u f f i c i e n t
c i r c u l a t i n g  l e u k a e m i a  c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  p e r i p h e r a l  
b l o o d ,  i t  m ay b e  p o s s i b l e  t o  m ak e  a  d i a g n o s i s  b y
p e r f o r m i n g  v a r i o u s  s p e c i a l i z e d  t e s t s .  F i l m s  o f  b o n e
m a r r o w  a r e  a l w a y s  e x a m i n e d  t o  c o n f i r m  t h e  p i c t u r e  s e e n  i n  
p e r i p h e r a l  b l o o d .  T h e  r o u t i n e  t e s t s  p e r f o r m e d  b y  m o s t  
l e u k a e m i a  c e n t r e s  i n c l u d e :
i )  F i l m s  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d  a n d  b o n e  m a r r o w  a r e  
s t a i n e d  w i t h  R o m anow sky  d y e s  a n d  a r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  
p r e s e n c e  o f  t y p i c a l  b l a s t  c e l l s  a n d  o t h e r  a b n o r m a l  
f e a t u r e s ,  s u c h  a s  i n c r e a s e d  p r o m y e l o c y t e s  o r  A u e r  r o d s .
i i )  C y t o c h e m i c a l  t e s t s  a r e  u s e d  t o  d i f f e r e n t i a t e  
m y e l o i d  f r o m  l y m p h o i d  l e u k a e m i a .  C e l l s  a r e  s t a i n e d
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e i t h e r  d i r e c t l y  w i t h  d y e s  o r  i n d i r e c t l y  w i t h  s u b s t r a t e s  
l i n k e d  t o  c h r o m o g e n  t o  d e t e c t  s p e c i f i c  e n z y m e s .  T h e  
s t a i n i n g  p r o p e r t y  o f  t h e  c e l l  g i v e s  a n  i n d i c a t i o n  o f  i t s  
o r i g i n .
i i i )  C y t o g e n e t i c  t e s t s  d o  n o t  p r o v i d e  i n f o r m a t i o n  
f o r  t h e  i m m e d i a t e  m a n a g e m e n t  o f  a c u t e  l e u k a e m i a .  H o w e v e r ,  
t h e y  a r e  o f  v a l u e .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  
P h i l a d e l p h i a  ( P h 1 ) c h ro m o s o m e  a l m o s t  c e r t a i n l y  c o n f i r m s  
t h e  d i a g n o s i s  o f  CIVIL. F u r t h e r m o r e ,  c y t o g e n e t i c  t e s t s  a r e  
o f t e n  c r u c i a l  f o r  t h e  m a p p i n g  o f  c h r o m o s o m a l  c h a n g e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  s p e c i f i c  s u b t y p e s  o f  a c u t e  l e u k a e m i a .
i v )  I n  i m m u n o p h e n o t y p i n g ,  t h e  b o n e  m a r r o w  a s p i r a t e  
a n d / o r  b l o o d  i s  t e s t e d  a g a i n s t  a  p a n e l  o f  m o n o c l o n a l  
a n t i b o d i e s  (M a b s )  b y  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  a n d  f l o w  
c y t o m e t r y  t o  i d e n t i f y  t h e  l e u k a e m i c  p h e n o t y p e  o f  t h e  
c e l l s  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .
For further details of tests for the differentiation 
of leukaemias, see Hoffbrand and Petitt (1991).
T r e a t m e n t
T h e  i n i t i a l  t r e a t m e n t  o f  a c u t e  l e u k a e m i a  i n v o l v e s  
t h e  u s e  o f  c o n v e n t i o n a l  c y t o t o x i c  d r u g  t h e r a p y  
( c h e m o t h e r a p y ) . N o r m a l l y ,  c o m b i n a t i o n s  o f  d r u g s  a r e  
g i v e n  a n d  t h e  c h o i c e  o f  t h e  d r u g s  d e p e n d s  u p o n  t h e  t y p e  
o f  l e u k a e m i a .  F o r  l y m p h o i d  l e u k a e m i a ,  t h e  r e g i m e n  
g e n e r a l l y  c o n t a i n s  v i n c r i s t i n  ( m i t o t i c  i n h i b i t o r ) ,  
p r e d n i s o l o n e  ( l y t i c  e f f e c t  o n  l y m p h o b l a s t s )  a n d  
a s p a r a g i n a s e  ( d e p r i v e s  c e l l s  o f  a s p a r a g i n e ) . F o r  m y e l o i d
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l e u k a e m i a ,  t h e  m o s t  c o m m o n ly  u s e d  r e g i m e n  i s  c y t o s i n e  
a r a b i n o s i d e  ( a n t i m e t a b o l i t e ) ,  d a u n o r u b i c i n  ( D N A - b i n d i n g )  
a n d  e t o p o s i d e  ( t h o u g h t  t o  i n h i b i t  DNA s y n t h e s i s ) .
T r e a t m e n t  i s  n o r m a l l y  g i v e n  i n  " c y c l e s " ,  w h i c h  
a l l o w s  f o r  t h e  r e g e n e r a t i o n  o f  n o r m a l  c e l l s  i n  b e t w e e n  
b o u t s  o f  t h e r a p y .  A t y p i c a l  t r e a t m e n t  c y c l e  i n v o l v e s  o n e  
w e e k  o f  c h e m o t h e r a p y ,  f o l l o w e d  b y  t h r e e  t o  s i x  w e e k s  o f  
r e c o v e r y ,  a f t e r  w h i c h  t h e  b o n e  m a r r o w  i s  r e - e x a m i n e d .  
M o s t  o f  t h e  c y t o t o x i c  d r u g s  d a m a g e  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  
c e l l  f o r  r e p r o d u c t i o n .  A p a t i e n t  i s  s a i d  t o  b e  i n  
remission w h e n  l e s s  t h a n  5% o f  b l a s t  c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  
t h e  b o n e  m a r r o w  a n d  a  n o r m a l  p e r i p h e r a l  b l o o d  f i l m  i s  
o b t a i n e d .  T h e  f i r s t  c y c l e  o f  c h e m o t h e r a p y  i n d u c e s  
r e m i s s i o n  a n d  t h e  s e c o n d  c y c l e  c o n s o l i d a t e s  t h e  c l i n i c a l  
s t a t e .  F o r  l y m p h o b l a s t i c  l e u k a e m i a  ( w h i c h  i s  t h e  
p r e d o m i n a n t  f o r m  i n  c h i l d r e n ) , c r a n i a l  p r o p h y l a x i s  i s  
a l s o  r e q u i r e d  b e f o r e  t h e  p a t i e n t s  g o  o n t o  m a i n t e n a n c e  
t h e r a p y .  T h i s  i s  g i v e n  o r a l l y  a s  a n  o u t - p a t i e n t ,  u s u a l l y  
f o r  tw o  y e a r s .
P r o g n o s i s
T h e  o u t c o m e  f o r  ALL, p a r t i c u l a r l y  i n  c h i l d r e n ,  i s  
v e r y  g o o d .  W i t h  c h e m o t h e r a p y  a l o n e ,  p r o b a b l y  80% o f  t h e  
c a s e s  a r e  " c u r e d "  ( H o f f b r a n d  & P e t t i t ,  1 9 9 1 ) .  A t  
p r e s e n t ,  t h e  r e a s o n s  f o r  t h i s  h i g h  r a t e  a r e  n o t  k n o w n .
T h e  c u r e  r a t e  i n  AML i s  l e s s  e n c o u r a g i n g  ( 3 0 - 3 5 % ) .  
H o w e v e r ,  i n  AML, p a t i e n t s  g o  i n t o  r e m i s s i o n  f o r  a  l o n g  
p e r i o d  o f  t i m e  a n d  i f  t h i s  c a n  b e  m a i n t a i n e d  f o r  f i v e
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y e a r s  o r  m o r e ,  t h e n  r e l a p s e  o f  t h e  d i s e a s e  i s  r a r e  
( H o f f b r a n d  & P e t t i t ,  1 9 9 1 ) .
Bone marrow transplant
Bone marrow transplantation (BMT) has emerged as a 
significant treatment for some forms of acute leukaemia. 
In this procedure, the patient is provided with a source 
of healthy bone marrow. BMT is not appropriate for all 
patients and is most successful if the patient is in 
remission. The marrow may be autologous (from the 
patient) or may be donated by a relative (allogenic). 
However, tissue matched, unrelated donor (MUD) can also 
be used. Both allogenic and MUD marrow are HLA typed (A, 
B, Dr) and also matched in mixed lymphocyte culture 
(MLC).In the pre-transplant phase, patients are given a 
mixture of supratoxic doses of chemotherapy with total 
body irradiation (TBI) to eradicate all malignant and 
normal cells. The transplant marrow is then introduced 
intravenously. The "graft" regenerates within a few 
weeks and eventually replaces the patient's bone marrow 
with normally functioning cells.
The eradication of normal cells in the pretrans­
plant phase leads to a high risk of infection with a wide 
range of commensal and pathogenic bacteria, fungi and 
viruses. Furthermore, with allogenic and MUD transplant 
patients, there is often a risk of graft-versus-host 
disease (GVHD), when the grafted marrow reacts against 
the patient's own body tissues, causing diarrhoea, rashes 
and liver damage.
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Management
As p a r t  o f  t h e  m a i n t e n a n c e  c a r e ,  p a t i e n t s  w i t h  
l e u k a e m i a  u s u a l l y  h a v e  a  c e n t r a l  v e n o u s  c a t h e t e r  
( H ic k m a n )  i n s e r t e d  v i a  t h e  s u p e r i o r  v e n a  c a v a .  T h i s  
a l l o w s  e a s e  o f  a c c e s s  f o r  t h e  a d m i n i s t r a t i o n  o f  b l o o d ,  
b l o o d  p r o d u c t s ,  a n t i b i o t i c s ,  e t c .  P e r i p h e r a l  b l o o d  
c u l t u r e s  m ay a l s o  b e  t a k e n  t h r o u g h  t h i s  c a t h e t e r .  
P a t i e n t s  w i t h  l e u k a e m i a  a r e  im m u n o c o m p r o m is e d  a s  a  r e s u l t  
o f  t h e i r  u n d e r l y i n g  p a t h o l o g y  a n d  t h e  c h e m o t h e r a p y  
d i r e c t e d  a t  t h e i r  p r i m a r y  d i s e a s e .  M o r e o v e r ,  d a m a g e  t o  
t h e  m u c o u s  m e m b r a n e s  w h i c h  o c c u r s  w i t h  c h e m o t h e r a p y  
f u r t h e r  r e d u c e s  t h e  o v e r a l l  r e s i s t a n c e  t o  i n f e c t i o n .
C h e m o t h e r a p y  i n v a r i a b l y  l e a d s  t o  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  
n o r m a l  h o s t  c e l l s ,  t h e r e b y  i n c r e a s i n g  t h e  r i s k  o f  
i n f e c t i o n .  T h e  m o s t  s i g n i f i c a n t  f a c t o r  a s s o c i a t e d  w i t h  
s e p s i s  i n  t h e s e  p a t i e n t s  i s  t h e  a b s e n c e  o f  n e u t r o p h i l s  
a n d  t h e  r i s k  o f  i n f e c t i o n  i n c r e a s e s  e x p o n e n t i a l l y  a s  t h e  
c o u n t s  d e c l i n e  t o w a r d s  z e r o  ( B o d e y  e t  a l . , 1 9 6 6 ) .  As
p a t i e n t s  a r e  a t  m axim um  r i s k  o f  i n f e c t i o n  d u r i n g  p e r i o d s  
o f  n e u t r o p e n i a  ( n e u t r o p h i l s  < 1 .0  x  1 0 9 / l ) ,  t r e a t m e n t  
c e n t r e s  a d o p t  s t r a t e g i e s  t o  r e d u c e  t h e  r i s k  o f  f a t a l  
i n f e c t i o n .  P r o t e c t e d  e n v i r o n m e n t s  h a v e  b e e n  u s e d  
e x t e n s i v e l y  i n  t h e  m a n a g e m e n t  o f  l e u k a e m i a  p a t i e n t s .  I n  
i t s  m o s t  s o p h i s t i c a t e d  f o r m ,  t h i s  h a s  i n v o l v e d  a  f u l l y  
s t e r i l e  e n v i r o n m e n t  f o r  t h e  p a t i e n t  w i t h  " p a t h o g e n  f r e e "  
f o o d  ( e . g .  c o o k e d  i n  a  m i c r o w a v e  o v e n )  a n d  a i r  i n  a  
p l a s t i c  T r e x l e r  s t y l e  i s o l a t o r  ( n a m e d  a f t e r  A n t h o n y  
N o l a n ) . W h i l e  s u c h  p r o c e d u r e s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t o
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r e d u c e  i n f e c t i o n ,  t h e y  a r e  n o t  i d e a l  f o r  a l l  p a t i e n t s  a n d  
a r e  e x p e n s i v e  ( B o d e y  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  D i e t r i c h  e t  a l . ,  
1 9 7 8 ) .  A t  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l ,  a s  i n  m any  o t h e r  
c e n t r e s ,  t h e  p r o t e c t i v e  e n v i r o n m e n t  i n v o l v e s  t h e  c o n f i n e ­
m e n t  o f  t h e  p a t i e n t s  t o  s p e c i a l l y - b u i l t  s i n g l e  r o o m s  
w h i c h  h a v e  h i g h  e f f i c i e n c y  p a r t i c u l a t e  a i r  (HEPA) u n d e r  
p o s i t i v e  a i r  p r e s s u r e  t o  p r e v e n t  a i r b o r n e  b a c t e r i a  a n d  
s p o r e s  f r o m  e n t e r i n g  t h e  r o o m .  F u r t h e r m o r e ,  " r e v e r s e  
i s o l a t i o n "  p r o c e d u r e s  a r e  u s e d .  T h e s e  r e q u i r e  s t a f f  
m e m b e r s  a n d  v i s i t o r s  t o  w a s h  h a n d s ,  w e a r  g o w n s ,  p l a s t i c  
o v e r s h o e s  a n d  g l o v e s .  P a t i e n t s  a r e  g i v e n  s t e r i l e  w a t e r  
a n d  m i c r o w a v e d  f o o d  t o  r e d u c e  t h e  a c q u i s i t i o n  o f  m i c r o ­
o r g a n i s m s  .
A n o t h e r  a p p r o a c h  t o  p r e v e n t  i n f e c t i o n  i s  t h e  u s e  o f  
p r o p h y l a x i s  w i t h  n o n - a b s o r b a b l e  a n t i b i o t i c s  t o  r e d u c e  t h e  
r e s i d e n t  g u t  f l o r a .  T h i s  i s  a l s o  k n o w n  a s  s e l e c t i v e  
d e c o n t a m i n a t i o n  ( W a r r e n ,  1 9 9 1 ) .  T h e  r a t i o n a l e  b e h i n d  t h e  
u s e  o f  a n t i b i o t i c s  i s  t o  r e d u c e  o r  e r a d i c a t e  t h e  a e r o b i c  
G r a m - n e g a t i v e  f l o r a  o f  t h e  g u t ,  w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  t h e  
" r e s e r v o i r "  f o r  m any  b a c t e r i a  t h a t  c a u s e  i n f e c t i o n  i n  
l e u k a e m i a  p a t i e n t s .  Many d i f f e r e n t  r e g i m e n s  h a v e  b e e n  
s u g g e s t e d ,  i n  p a r t i c u l a r  n e o m y c i n  a n d  c o l i s t i n ,  a n d  
o c c a s i o n a l l y  c o - t r i m o x a z o l e . T h e  l a t t e r  c a n  b e  a b s o r b e d  
s y s t e m i c a l l y  a s  w e l l ,  b u t  i t  h a s  p r o v e n  t o  b e  e f f e c t i v e  
f o r  b o w e l  d e c o n t a m i n a t i o n ,  d e s p i t e  i t s  i n a c t i v i t y  a g a i n s t  
P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  ( H u g h e s  e t  a l . , 1 9 9 0 ) .  H o w e v e r ,  
t h i s  r e g i m e n  p r e d i s p o s e s  t o  b o n e  m a r r o w  s u p p r e s s i o n  a n d  
o f t e n  a i d s  t h e  s e l e c t i o n  o f  r e s i s t a n t  b a c t e r i a .  I n  r e c e n t
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y e a r s ,  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  s y s t e m i c a l l y  a b s o r b e d  a n t i ­
b i o t i c s  (SAA) s u c h  a s  t h e  4 - q u i n o l o n e s  ( e . g .  c i p r o ­
f l o x a c i n ,  n o r f l o x a c i n  a n d  o f l o x a c i n ) ,  h a s  r e s u l t e d  i n  a  
m a r k e d  r e d u c t i o n  i n  G r a m - n e g a t i v e  s e p s i s  i n  n e u t r o p e n i c  
p a t i e n t s  ( N a z a r e t h  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  M a s c h m e y e r  e t  a l . ,  1 9 8 8 ;  
L i a n g  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  m a i n  d i s a d v a n t a g e  o f  u s i n g  4 -  
q u i n o l o n e  a n t i b i o t i c s  f o r  p r o p h y l a x i s  i s  t h e i r  r e l a t i v e  
i n a c t i v i t y  a g a i n s t  G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a  ( w i t h  t h e  
e x c e p t i o n  o f  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s ) . F o r  e x a m p l e ,  i n  a  
r e c e n t  s t u d y  K o t i l a i n e n  e t  a l . ,  ( 1 9 9 0 )  a t t r i b u t e d  a n
o u t b r e a k  o f  i n f e c t i o n  d u e  t o  r e s i s t a n t  c o a g u l a s e - n e g a t i v e  
s t a p h y l o c o c c i  t o  t h e  u s e  o f  q u i n o l o n e s . I n  a d d i t i o n ,  
w i d e s p r e a d  p r o p h y l a c t i c  u s e  o f  q u i n o l o n e s  m ay r e s u l t  i n  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  r e s i s t a n t  b a c t e r i a ,  w h i c h  w o u l d  i n  
t u r n ,  r e d u c e  t h e i r  e f f e c t i v e n e s s  a s  t h e r a p e u t i c  a g e n t s .
L e u k a e m i c  p a t i e n t s  o f t e n  d e v e l o p  o p p o r t u n i s t i c  
i n f e c t i o n  d u e  t o  n o n - b a c t e r i a l  a g e n t s .  As a  r e s u l t ,  
p r o p h y l a c t i c  m e a s u r e s  a r e  r e q u i r e d  a g a i n s t  p r o t o z o a ,  e . g .  
c o - t r i m o x a z o l e  a n d  p e n t a m i d i n e .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
a n t i f u n g a l  a g e n t s ,  a m p h o t e r i c i n  B , n y s t a t i n  a n d  a z o l e s  
a r e  r o u t i n e l y  p r e s c r i b e d  a n d  t h e  a n t i v i r a l  a g e n t  a c y c l o ­
v i r  i s  o f t e n  u s e d  f o r  t h e  t r e a t m e n t  o f  c u t a n e o u s  h e r p e s  
i n f e c t i o n .  D e s p i t e  t h e s e  m e a s u r e s ,  m o s t  s e v e r e l y  
g r a n u l o c y t o p e n i c  p a t i e n t s  d e v e l o p  f e v e r  a n d  i t  i s  
e s s e n t i a l  t h a t  e m p i r i c a l  a n t i b i o t i c  t h e r a p y  i s  b e g u n  
w i t h o u t  d e l a y .  When t h e  l a b o r a t o r y  c u l t u r e  r e s u l t s  a r e  
a v a i l a b l e ,  s p e c i f i c  t h e r a p y  c a n  b e  s u b s t i t u t e d .
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E m p i r i c a l  a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t  h a s  b e e n  o f  c o n s i d e r ­
a b l e  b e n e f i t  i n  n e u t r o p e n i c  p a t i e n t s  ( W a l s e  & S c h i m p f f ,  
1 9 8 3 ) .  A n t i b i o t i c s  a r e  s e l e c t e d  f o r  t h e i r  b r o a d  s p e c t r u m  
o f  b a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  a n d  f o r  s y n e r g i s t i c  a c t i o n  w i t h  
o t h e r  d r u g s .  T h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  r e g i m e n  i s  t h e  c o m b ­
i n a t i o n  o f  a n  a m i n o g l y c o s i d e  s u c h  a s  a m i k a c i n  o r  
n e t i l m i c i n  w i t h  a n  a n t i p s e u d o m o n a l ,  s e m i - s y n t h e t i c  p e n i ­
c i l l i n  s u c h  a s  p i p e r a c i l l i n  o r  m e z l o c i l l i n  ( K l a s t e r k s y  & 
Z i n n e r ,  1 9 8 2 ;  S a g e  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  Two b e t a - l a c t a m s ,  i n  
c o m b i n a t i o n ,  h a v e  a l s o  b e e n  d e s c r i b e d  a s  a c c e p t a b l e  
a l t e r n a t i v e s  f o r  t r e a t m e n t  ( Y o u n g ,  1 9 8 5 ;  W i n s t o n  e t  a l . ,  
1 9 8 4 ;  K i b b l e r  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .  R e c e n t l y ,  t h e  a d v e n t  o f  
h i g h l y  p o t e n t  s i n g l e  t h e r a p e u t i c  a g e n t s  l i k e  c e f t a z i d i m e  
a n d  i m i p e n e m  h a s  i n c r e a s e d  t h e  p o t e n t i a l  f o r  s i n g l e  d r u g  
t h e r a p y  ( m o n o t h e r a p y )  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  n e u t r o p e n i c  
p a t i e n t s  ( B a y s t o n  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  P i z z o  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .
A new  a p p r o a c h  i n  t h e  m a n a g e m e n t  o f  n e u t r o p e n i c  
p a t i e n t s  h a s  b e e n  t h e  u s e  o f  c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r s  
( C S F s ) ,  a  f a m i l y  o f  c y t o k i n e s  w h i c h  p r o m o t e  t h e  p r o l i f e r ­
a t i o n  a n d  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  h a e m a t o p o i e t i c  p r o g e n i t o r s  
i n  v i t r o  a n d  s t i m u l a t e  t h e  f u n c t i o n  o f  m a t u r e  g r a n u l o ­
c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s  ( S i e f f ,  1 9 8 7 ;  C l a r k  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  
T h e  t y p e s  o f  C S F ’ s  t h a t  a r e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e  i n c l u d e  
t h e  g r a n u l o c y t e  c o l o n y - s t i m u l a t i n g  f a c t o r  ( G - C S F ) ,  w h i c h  
a c t s  o n  n e u t r o p h i l s  a n d  g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e  f a c t o r  
(GM-CSF) w h i c h  s t i m u l a t e s  n e u t r o p h i l s ,  e o s i n o p h i l s  a n d  
m a c r o p h a g e s .  I n  a  r e c e n t  s t u d y ,  N e u m u n i t i s  e t  a l . ,  
( 1 9 9 1 )  s h o w e d  t h a t  t h e  u s e  o f  GM-CSF i n  p a t i e n t s
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u n d e r g o i n g  a u t o l o g o u s  BMT f o r  l y m p h o i d  n e o p l a s i a  r e s u l t e d  
i n  a  r e d u c t i o n  o f  t h e  d u r a t i o n  o f  n e u t r o p e n i a  a n d  r e d u c e d  
t h e  m o r b i d i t y  i n  t h e  p a t i e n t s .
G r a n u l o c y t e  t r a n s f u s i o n  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  i n  t h e  
m a n a g e m e n t  o f  n e u t r o p e n i c  p a t i e n t s .  A l t h o u g h  t h e  m e t h o d s  
o f  h a r v e s t i n g ,  s t o r a g e  a n d  t r a n s f u s i o n  o f  g r a n u l o c y t e s  
a r e  e f f i c i e n t  i n  t e r m s  o f  n u m b e r s  a n d  f u n c t i o n ,  t h e i r  
r o l e  i n  t h e  t r e a t m e n t  o f  s e r i o u s  i n f e c t i o n  h a s  n o t  b e e n  
e s t a b l i s h e d  ( S t e e p e r ,  1 9 8 5 ;  Q u i e ,  1 9 8 7 ) .  I n d e e d ,  som e  
p a t i e n t s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  d e v e l o p  r e s p i r a t o r y  c o m p ­
l i c a t i o n s ,  i n c l u d i n g  p n e u m o n i a  ( S t r a u s s ,  1 9 8 1 ) .  N e v e r ­
t h e l e s s ,  t h e  u s e  o f  g r a n u l o c y t e  c o n c e n t r a t e s  may b e  
b e n e f i c i a l  f o r  p a t i e n t s  w i t h  s e v e r e  n e u t r o p e n i a  ( < 0 . 5  x  
1 0 9 / L )  who d o  n o t  r e s p o n d  t o  a n t i b i o t i c  t h e r a p y .
F i n a l l y ,  a n  i m p o r t a n t  a s p e c t  i n  t h e  m a n a g e m e n t  o f  
t h e s e  p a t i e n t s  i s  t h e  n e c e s s i t y  f o r  a  s y s t e m  o f  m i c r o b i o ­
l o g i c a l  s u r v e i l l a n c e  w h i c h  m o n i t o r s  t h e  t y p e s  o f  i n f e c t ­
i o n  w i t h  a  v i e w  t o  i d e n t i f y i n g  " c o l o n i z i n g "  o r g a n i s m s  
w h i c h  may l a t e r  b e c o m e  i n v a s i v e  a g e n t s .  S u c h  s c r e e n i n g  
n o r m a l l y  i n v o l v e s  e x a m i n a t i o n  o f  m u l t i p l e  b o d y  s i t e s  
i n c l u d i n g  n o s e ,  t h r o a t ,  a x i l l a ,  g r o i n ,  f a e c e s ,  u r i n e  a n d  
H ic k m a n  s i t e s .  T h e  n u m b e r  o f  s u r v e i l l a n c e  s i t e s  s c r e e n e d  
f o r  b a c t e r i o l o g y  t e n d  t o  v a r y  f r o m  c e n t r e  t o  c e n t r e  a n d  
m any  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  s c r e e n i n g  o f  a l l  s i t e s  may 
n o t  b e  n e c e s s a r y  ( S c h i m p f f  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  C o h e n  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ;  B h a m r a ,  1 9 8 5 ) .  T h e  tw o  m o s t  i m p o r t a n t  s u r v e i l l a n c e  
s i t e s  i d e n t i f i e d  i n  v a r i o u s  s t u d i e s  h a v e  b e e n  t h e  g a s t r o ­
i n t e s t i n a l  a n d  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t s .
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B a c t e r i a l  i n f e c t i o n s
T h e  p a t t e r n  o f  i n f e c t i o n  i n  n e u t r o p e n i c  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s  a p p e a r s  t o  h a v e  c h a n g e d  c o n s i d e r a b l y  i n  t h e  p a s t  
15 y e a r s . I n f e c t i o n s  d u e  t o  G r a m - n e g a t i v e  r o d s  s u c h  a s  
P .  a e r u g i n o s a , E n t e r o b a c t e r  s p p . ,  K l e b s i e l l a  s p p .  a n d  
E s c h e r i c h i a  c o l i  w e r e  t h e  m o s t  common i n  t h i s  p a t i e n t  
p o p u l a t i o n  i n  t h e  p a s t  ( S c h i m p f f  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  EORTC 
G r o u p ,  1 9 7 8 ;  Y o u n g  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e  i n t r o d u c t i o n  o f  
s e l e c t i v e  g u t  d e c o n t a m i n a t i o n  h a s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  
t h e  i n c i d e n c e  o f  t h e s e  i n f e c t i o n s  ( s e e  C l a s e n s e r  e t  a l . ,  
1 9 8 7  f o r  r e v i e w ) ,  b u t  t h e y  s t i l l  r e m a i n  a  t h e r a p e u t i c  
c h a l l e n g e  w h e n  t h e y  o c c u r .  I n  t h e  l a s t  10 y e a r s ,  G ra m -  
p o s i t i v e  b a c t e r i a  h a v e  b e c o m e  o f  i n c r e a s i n g  i m p o r t a n c e .  
A n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  r e p o r t e d  s i g n i f i c a n t  i n f e c t i o n s  
d u e  t o  c o a g u l a s e - n e g a t i v e  s t a p h y l o c o c c i  a n d  d i p h t h e r o i d s  
i n  s e r i o u s l y  c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s  (W ade e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  
W i n s t o n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  R u b i n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  I n f e c t i o n  d u e  
t o  S .  e p i d e r m i d i s  s e e m s  t o  b e  r e l a t e d  t o  t h e  m o r e  
f r e q u e n t  u s e  o f  i n d w e l l i n g  c e n t r a l  v e n o u s  c a t h e t e r s  (W ade 
e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  R u b i n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .
M o re  r e c e n t l y ,  s t r e p t o c o c c i ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  o f  t h e  
v i r i d a n s  g r o u p ,  h a v e  e m e r g e d  a s  s i g n i f i c a n t  p a t h o g e n s  i n  
l e u k a e m i a  ( K e r n  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  G u i o t  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  T h i s  
may b e  r e l a t e d  t o  t h e  a g g r e s s i v e  u s e  o f  c y t o t o x i c  
c h e m o t h e r a p y  ( K e r n  e t  a l . ,  1 9 8 7 ;  P e t e r s  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) ,  
w h i c h  r e s u l t s  i n  p r o n o u n c e d  m a r r o w  s u p p r e s s i o n  a n d  a n  
i n c r e a s e  i n  d a m a g e  t o  t h e  m u c o s a  o f  t h e  o r a l  c a v i t y  a n d
Types of infection
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t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  ( D u f f y ,  1 9 8 5 ;  W o l f f  e t  a l . ,
1 9 8 5 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  u s e  o f  q u i n o l o n e s  a s  s e l e c t i v e  g u t  
d e c o n t a m i n a t i o n  a g e n t s  m ay a l s o  c o n t r i b u t e  t o  t h e  h i g h e r  
i n c i d e n c e  o f  s t r e p t o c o c c a l  i n f e c t i o n  i n  l e u k a e m i a  
p a t i e n t s  ( D o n n e l l y  e t  a l . ,  1 9 8 8 ;  R o z e n b e r g - A r s k a  e t  a l . ,  
1 9 8 9 ) .  E v e n  t h o u g h  G r a m - p o s i t i v e  i n f e c t i o n s  d o  n o t  
a p p e a r  t o  b e  a s  s e r i o u s  a n d  f a t a l  a s  G r a m - n e g a t i v e  
i n f e c t i o n s  s u c h  a s  t h o s e  c a u s e d  b y  P .  a e r u g i n o s a ,  som e  
l e u k a e m i a  c e n t r e s  h a v e  e x p r e s s e d  c o n c e r n  o v e r  t h e  u s e  o f  
c i p r o f l o x a c i n  a s  e m p i r i c a l  a n t i b i o t i c  t h e r a p y .  I n d e e d ,  i n  
r e c e n t  s t u d i e s ,  t h e  e m e r g e n c e  o f  c i p r o f l o x a c i n  r e s i s t a n t  
c o a g u l a s e - n e g a t i v e  s t a p h y l o c o c c i  i n  l e u k a e m i a  u n i t s  w a s  
a t t r i b u t e d  t o  a n  i n c r e a s e d  u s a g e  o f  c i p r o f l o x a c i n  
( O p p e n h e im  e t  a l . , 1 9 8 9 ;  K o t i l a i n e n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .
V i r a l  i n f e c t i o n s
T h e  m a j o r i t y  o f  v i r a l  i n f e c t i o n s  i n  t h e  im m uno­
c o m p r o m i s e d  h o s t  a r e  d u e  t o  r e a c t i v a t i o n  o f  l a t e n t  
v i r u s e s . T h e  m o s t  f r e q u e n t  a r e  m e m b e rs  o f  t h e  H e r p e s  
f a m i l y  a n d  C y t o m e g a l o v i r u s  (CMV) i n f e c t i o n  i s  a  m a j o r  
p r o b l e m  i n  BMT p a t i e n t s  w h e r e  t h e y  r e m a i n  a  s i g n i f i c a n t  
c a u s e  o f  l a t e  m o r t a l i t y .  O t h e r  v i r u s e s ,  s u c h  a s  H e r p e s  
s i m p l e x ,  a s  w e l l  a s  H e r p e s  z o s t e r  a n d  m e a s l e s  v i r u s  a l s o  
r e p r e s e n t  a  s i g n i f i c a n t  p r o p o r t i o n  o f  i n f e c t i o n s ,  
p a r t i c u l a r l y  i n  c h i l d r e n  w i t h  ALL.
F u n g a l  i n f e c t i o n s
C a n d i d i a s i s ,  a s p e r g i l l o s i s  a n d  m u c o r m y c o s i s  a r e  t h e  
m o s t  common f u n g a l  i n f e c t i o n s  i n  p a t i e n t s  w i t h  a c u t e
18
l e u k a e m i a .  T h e  m a j o r  f a c t o r s  t h a t  p r e d i s p o s e  t o  i n v a s i v e  
f u n g a l  i n f e c t i o n s  a r e  g r a n u l o c y t o p e n i a ,  p r i o r  e x p o s u r e  t o  
b r o a d  s p e c t r u m  a n t i b i o t i c s  a n d  c h e m o t h e r a p y - i n d u c e d  
m u c o s a l  d a m a g e .  C a n d i d a  s p e c i e s  s u c h  a s  C .  k r u s e i ,
C .  t r o p i c a l i s  a n d  T o r u l o p s i s  ( C a n d i d a )  g l a b r a t a  a r e  now 
m o r e  f r e q u e n t  t h a n  C .  a l b i c a n s  i n  m any  c e n t r e s .  Among 
t h e  m any  s p e c i e s  o f  A s p e r g i l l u s , A . f u m i g a t u s  a n d  
A .  f l a v u s  a r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  t h e  m o s t  p a t h o g e n i c .  
E x a m p l e s  o f  o t h e r  r a r e  f u n g a l  i n f e c t i o n s  i n  l e u k a e m i a  
p a t i e n t s  i n c l u d e  T r i c h o s p o r o n  b e i g e l l i i , F u s a r i u m  s p .  a n d  
P s e u d o a l l e s c h e r i a  b o y d i i .
P r o t o z o a l  i n f e c t i o n s
I n f e c t i o n s  d u e  t o  P n e u m o c y s t i s  c a r i n i i  a r e  common i n  
p a t i e n t s  w i t h  ALL, a s  w e l l  a s  t h o s e  w ho h a v e  u n d e r g o n e  
BMT a n d  who a r e  r e c e i v i n g  s t e r o i d s .  E v e n  t h o u g h  m o s t  
p r o t o z o a l  i n f e c t i o n s  a r e  d u e  t o  t h e  r e a c t i v a t i o n  o f  
l a t e n t  o r g a n i s m s ,  t h e r e  i s  so m e  e v i d e n c e  t h a t  P .  c a r i n i i  
-  w h i c h  h a s  now b e e n  r e c l a s s i f i e d  t a x o n o m i c a l l y  a s  a  
f u n g u s  o n  t h e  b a s i s  o f  a  r i b o s o m a l  RNA s e q u e n c e  (E dm an 
e t  a l . ,  1 9 8 8 )  -  may a l s o  b e  t r a n s m i t t e d  f r o m  p e r s o n  t o  
p e r s o n  ( G o e s c h  e t  a l . ,  1 9 9 0 ;  B e n s o u s a n  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
T o x o p la s m a  g o n d i i  i n f e c t i o n s  a r e  uncom m on b u t  t h e  
p a r a s i t e  c a n  b e  t r a n s m i t t e d  f r o m  d o n o r  b o n e  m a r r o w ,  
l e a d i n g  t o  i n f e c t i o n  i n  BMT p a t i e n t s  ( O ' D r i s c o l l  & 
H o l l i m a n ,  1 9 9 1 ) .
F i n a l l y ,  a n  o v e r w h e l m i n g  i n f e c t i o n  b y  a n  i n t e s t i n a l  
n e m a t o d e  S t r o n g y l o i d e s  s t e r c o r a l i s  m ay o c c u r  i n  b o t h
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a c u t e  a n d  c h r o n i c  l e u k a e m i a  p a t i e n t s  ( S c o w d e n  e t  a l .  ,
1 9 7 8 ) .  I n  t h e  h y p e r i n f e c t i o n  s y n d r o m e ,  m a s s i v e  i n v a s i o n  
f r o m  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  o c c u r s ,  a n d  t h i s  i s  
a s s o c i a t e d  w i t h  p o l y m i c r o b i a l  s e p s i s .  A t  t h e  R o y a l  F r e e  
H o s p i t a l ,  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  i n f e c t i o n  b y  S .  s t e r c o r a l i s  
i s  c o n s i d e r e d  a  h i g h  r i s k  i n  t h e  p a t i e n t  p o p u l a t i o n  f r o m  
t h e  M i d d l e  E a s t e r n  c o u n t r i e s  a n d ,  o n  a d m i s s i o n ,  t h e i r  
s t o o l s  a r e  e x a m i n e d  f o r  t h i s  p a r a s i t e .
Pseudomonas aeruginosa
T a x o n o m y
P .  a e r u g i n o s a  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  S c h r o e t e r  i n  
1 8 7 2  who n a m e d  t h e  s p e c i e s  B a c t e r i u m  a e r u g i n o s u m . 
S u b s e q u e n t l y ,  G e s s a r d  ( 1 8 8 2 )  i s o l a t e d  t h e  b a c t e r i u m  
r e s p o n s i b l e  f o r  " b l u e - g r e e n "  p u s  i n  s e p t i c  s u r g i c a l  
d r e s s i n g s  a n d  n a m e d  i t  B a c i l l u s  p y o c y a n e u s . I n  1 8 9 4 ,  
M i g u l a  g a v e  t h e  g e n u s  n a m e  P s e u d o m o n a s  ( G r e e k ,  " f a l s e  
u n i t " )  a n d  p r o p o s e d  t h e  s p e c i e s  e p i t h e t  p y o c y a n e a  ( G r e e k ,  
" b l u e  p u s " ) .  T h e  e p i t h e t  a e r u g i n o s a  ( L a t i n ,  " f u l l  o f  
c o p p e r  g r e e n  r u s t " )  h a s  t e m p o r a l  p r i o r i t y  o v e r  p y o c y a n e a  
( S c h r o e t e r ,  1 8 7 2 )  a n d  c u r r e n t l y  i s  t h e  a c c e p t a b l e  n o m e n ­
c l a t u r e  o f  t h e  o r g a n i s m .
M o r p h o l o g y
P .  a e r u g i n o s a  i s  a  G r a m - n e g a t i v e  r o d  ( 1 . 5  -  3 . 0  x  
O.Sjjl) w i t h  a  s t r a i g h t  a x i s  a r r a n g e d  s i n g l y ,  i n  p a i r s ,  o r  
i n  s h o r t  c h a i n s .  I t  i s  m o t i l e  w i t h  a  s i n g l e  p o l a r  
f l a g e l l u m ,  a l t h o u g h  so m e  s t r a i n s  may p o s s e s s  m o r e  t h a n
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o n e  f l a g e l l u m .  F i m b r i a e  m ay b e  p r e s e n t  a n d  a r e  u s u a l l y  
p o l a r .  Some s t r a i n s  h a v e  t h i c k e r  n o n - p o l a r  f i m b r i a e  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c a r r i a g e  o f  d r u g  r e s i s t a n c e  p l a s m i d s  
( B r a d l e y , 1 9 7 4 ) .
B i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s
P .  a e r u g i n o s a  i s  a  v e r y  v e r s a t i l e  o r g a n i s m  b i o ­
c h e m i c a l l y .  I t  g r o w s  o n  s i m p l e  m e d i a  a n d  d o e s  n o t  
r e q u i r e  a d d i t i o n a l  g r o w t h  f a c t o r s .  A l t h o u g h  i t  i s  
c o n s i d e r e d  a  s t r i c t  a e r o b e ,  i t  w i l l  g r o w  a n a e r o b i c a l l y  i f  
n i t r a t e  i s  a v a i l a b l e  t o  a c t  a s  a  t e r m i n a l  e l e c t r o n  
a c c e p t o r .  A n a e r o b i c  g r o w t h  i s  a l s o  p o s s i b l e  i f  a r g i n i n e  
i s  a v a i l a b l e  i n  t h e  g r o w t h  m ed iu m  w h i c h  i t  c o n v e r t s  t o  
o r n i t h i n e  v i a  t h e  a r g i n i n e  d i h y d r o l a s e  e n z y m e  p a t h w a y  a n d  
g e n e r a t e s  ATP b y  s u b s t r a t e  l e v e l  p h o s p h o r y l a t i o n  ( V a s i l ,
1 9 8 6 ) .  I t  g r o w s  o v e r  a  w i d e  r a n g e  o f  t e m p e r a t u r e  ( 1 0 ° -  
4 4 ° C ) ,  t h e  o p t i m a l  b e i n g  3 7 ° C .  B i o c h e m i c a l  t e s t s  t h a t  
a r e  u s e d  t o  i d e n t i f y  P .  a e r u g i n o s a  i n c l u d e  t h e  o x i d a s e  
t e s t  ( K o v a c s ,  1 9 5 6 ) ,  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  o f  c a r b o h y d r a t e  
(H u g h  & L e i f s o n ,  1 9 5 3 ) ,  p r o d u c t i o n  o f  a m m o n ia  f r o m  
a r g i n i n e  ( T h o r n l e y ,  1 9 6 0 ) ,  r e d u c t i o n  o f  g l u c o n a t e  
( H a y n e s ,  1 9 5 1 )  a n d  l i q u e f a c t i o n  o f  g e l a t i n  (K o h n ,  1 9 5 3 ) .
C u l t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s
A f t e r  a e r o b i c  i n c u b a t i o n  o n  n u t r i e n t  a g a r  f o r  2 4 h  a t  
3 7 °C , s i x  d i s t i n c t  c o l o n i a l  t y p e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  c a n  b e  
r e c o g n i z e d  ( P h i l l i p s ,  1 9 6 9 ) .
T y p e  1 i s  t h e  m o s t  com m on; c o l o n i e s  a r e  l a r g e
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( 3 - 5mm), l o w  c o n v e x ,  r o u g h  i n  a p p e a r a n c e ,  a n d  o f t e n  o v a l  
w i t h  t h e  l o n g  a x i s  i n  t h e  l i n e  o f  t h e  i n o c u l u m  s t r e a k .  
T y p e  2 c o l o n i e s  a r e  s m a l l  (1 ~ 3 m m ), r o u n d ,  s m o o t h ,  a n d
s h i n y  i n  a p p e a r a n c e .  T y p e  3 c o l o n i e s  a r e  a l s o  s m a l l  b u t
a p p e a r  d r y  w i t h  c r e n a t e d  a n d  i r r e g u l a r  e d g e s .  T h e  T y p e  4 
c o l o n y  i s  m u c o i d ,  r a i s e d ,  v i s c o u s  a n d  t e n d s  t o  m e r g e  w i t h  
e a c h  o t h e r .  C o l o n i e s  o f  T y p e  5 a r e  r a r e  a n d  h a v e  a  
r u b b e r y  c o n s i s t e n c y  b u t  a r e  n o t  a s  d r y  a s  T y p e  3 .  T h e
d w a r f  c o l o n y  T y p e  6 i s  t h e  s m a l l e s t  c o l o n y  f o r m ,  w h i c h
a f t e r  4 8 h  i n c u b a t i o n ,  i s  a p p r o x i m a t e l y  1-2mm i n  d i a m e t e r .
P r o d u c t i o n  o f  p i g m e n t s
P .  a e r u g i n o s a  p r o d u c e s  a t  l e a s t  f o u r  d i s t i n c t  
p i g m e n t s ,  n a m e l y  p y o c y a n i n ,  p y o v e r d i n  ( f l u o r e s c e i n ) ,  
p y o r u b r i n ,  a n d  p y o m e l a n i n .  P y o c y a n i n  i s  p r o d u c e d  b y  a t  
l e a s t  80  p e r  c e n t  o f  s t r a i n s .  I t  i s  a  b l u e  p h e n a z i n e  
p i g m e n t  w h i c h  i s  s o l u b l e  i n  b o t h  w a t e r  a n d  c h l o r o f o r m  a n d  
r e q u i r e  t h e  i o n s  Mg2+, S 0 42” , P 0 43 - , K+ , a n d  F e 2+ f o r  i t s  
f o r m a t i o n  ( T o p l e y  & W i l s o n ,  8 t h  e d i t i o n ) . P .  a e r u g i n o s a  
i s  t h e  o n l y  s p e c i e s  o f  b a c t e r i a  k n o w n  t o  p r o d u c e  
p y o c y a n i n ,  a n d  t h e r e f o r e  i t s  p r e s e n c e  i s  a  r e l i a b l e  
d i a g n o s t i c  m a r k e r  f o r  t h e  o r g a n i s m .
P y o v e r d i n  o r  f l u o r e s c e i n  a r e  f o r m e d  b y  m o s t  s t r a i n s  
o f  P .  a e r u g i n o s a . I t  i s  b r i g h t  y e l l o w  i n  a l k a l i n e  
c o n d i t i o n s  a n d  c o l o u r l e s s  i n  a c i d .  U n d e r  u l t r a v i o l e t  
l i g h t ,  i t  g i v e s  a n  i n t e n s e  g r e e n i s h  f l u o r e s c e n c e .  
P y o v e r d i n  i s  s o l u b l e  i n  w a t e r  b u t  i n s o l u b l e  i n  
c h l o r o f o r m ,  a n d  b o t h  p h o s p h a t e s  a n d  s u l p h a t e  a r e  r e q u i r e d
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f o r  i t s  p r o d u c t i o n  ( T o p l e y  & W i l s o n ,  8 t h  e d i t i o n ) . I n  
a d d i t i o n ,  p y o v e r d i n  a c t s  a s  a  s i d e r o p h o r e  t o  o b t a i n  i r o n  
f o r  g r o w t h ,  a n d  t h i s  p r o p e r t y  m ay e n h a n c e  t h e  s u r v i v a l  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i n  i r o n - l i m i t e d  c o n d i t i o n s  ( A n k e n b a u e r  e t  
a l . ,  1 9 8 5 ) .
P y o r u b r i n  i s  a  b r i g h t  r e d  p i g m e n t  w h i c h  w a s  f i r s t  
d e s c r i b e d  b y  G e s s a r d  i n  1 9 1 7  ( T o p l e y  & W i l s o n ,  8 t h  
e d i t i o n ) . I t  i s  s o l u b l e  i n  w a t e r  b u t  i n s o l u b l e  i n  
c h o l o r f o r m .  W ahba a n d  D a r r e l l  ( 1 9 6 5 )  f o u n d  t h a t  3% o f  
c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  f o r m e d  p y o r u b r i n  a n d  
t h e  m a j o r i t y  w e r e  i s o l a t e d  f r o m  u r i n e .
P y o m e l a n i n  i s  a  b r o w n  p i g m e n t  p r o d u c e d  b y  
a p p r o x i m a t e l y  2% o f  P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s  ( E l s t o n ,  1 9 6 8 ) .  
I t  i s  c h e m i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  a n i m a l  m e l a n i n .  
L a b o r a t o r y  i d e n t i f i c a t i o n
P .  a e r u g i n o s a  p o s s e s s e s  a  n u m b e r  o f  f e a t u r e s  t h a t  
m ak e  i t  e a s i l y  i d e n t i f i a b l e  i n  t h e  c l i n i c a l  l a b o r a t o r y .
On M a c C o n k e y ' s  a g a r ,  g r o w t h  i s  a s  n o n - l a c t o s e  
f e r m e n t i n g  c o l o n i e s  w i t h  a  t y p i c a l  m o r p h o l o g y .  T h e  
s w e e t i s h  o d o u r  a n d  t h e  d i s t i n c t i v e  b l u e - g r e e n  a p p e a r a n c e  
o n  n u t r i e n t  a g a r  i s  c h a r a c t e r i s t i c  o f  m o s t  s t r a i n s .  A b o u t  
10% o f  s t r a i n s  d o  n o t  p r o d u c e  p i g m e n t  o n  p r i m a r y  
i s o l a t i o n  a n d  r e q u i r e  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n .  A l m o s t  a l l  
s t r a i n s  a r e  m o t i l e  a n d  a l l  a r e  o x i d a s e - p o s i t i v e .
T h e  f o l l o w i n g  a r e  u s e f u l  d i a g n o s t i c  t e s t s  f o r  
P .  a e r u g i n o s a :  g r o w t h  a t  4 2 °C , r e d u c t i o n  o f  n i t r a t e ,
p r o d u c t i o n  o f  a r g i n i n e  d i h y d r o l a s e ,  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  
o f  g l u c o s e ,  a r a b i n o s e ,  o r  x y l o s e ,  a n d  t h e  i n a b i l i t y  t o
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u t i l i z e  m a l t o s e  ( K i n g  & P h i l l i p s ,  1 9 7 8 ) .  A r a p i d  
i d e n t i f i c a t i o n  t e s t  s p e c i f i c  f o r  P .  a e r u g i n o s a  w a s  
d e s c r i b e d  b y  D a v i s  e t  a l ( 1 9 8 3 ) .  I t  i s  b a s e d  o n  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  t u r b i d  g r o w t h  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  S O p g /m l  
9 - c h l o r o - 9  ( 4 - d i e t h y l a m i n o - p h e n y l ) - 1 O - p h e n y l a c r i d a n  
[ C - 3 9 0 ;  N o r w i c h - E a t o n ] . A l t e r n a t i v e  c o m m e r c i a l  m u l t i ­
s y s t e m s  a r e  now  a v a i l a b l e  f o r  t h e  a c c u r a t e  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  p s e u d o m o n a d s  ( e . g .  A P I 20 NE t e s t  s t r i p s ) .
R e s i s t a n c e  o f  P .  a e r u g i n o s a  
C h e m i c a l  a g e n t s
P .  a e r u g i n o s a  i s  s e n s i t i v e  t o  d r y i n g  b u t  t h r i v e s  i n  
m o i s t  e n v i r o n m e n t s .  I t  i s  r e s i s t a n t  t o  m any  d i s i n f e c t ­
a n t s  c o m m o n ly  u s e d  i n  h o s p i t a l s ,  s u c h  a s  t h e  q u a t e r n a r y  
am m onium  c o m p o u n d  c e t r i m i d e .  R e s i s t a n c e  t o  h e x a c h l o r o -  
p h a n e  c o n t a i n i n g  s o a p s  a n d  c r e a m s ,  p o v i d o n e - i o d i n e ,  a n d  
c h l o r h e x i d i n e  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  ( R u s s e l l  e t  a l . ,
1 9 8 6 ) .  C o n s e q u e n t l y ,  t h e  s p e c i e s  i s  a  s i g n i f i c a n t  
c o n t a m i n a n t  o f  p h a r m a c e u t i c a l s  a n d  c o s m e t i c s ,  i n  p a r t ­
i c u l a r  o p h t h a l m i c  s o l u t i o n s  (H u g h  & G i l a r d i ,  1 9 8 0 ) .  
H o w e v e r ,  i t  i s  s e n s i t i v e  t o  a c i d  a n d  s i l v e r  s a l t s  
( P h i l l i p s  e t  a l . ,  1 9 6 8 ;  R i c k e t t s  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  C i d e x ,  
a  2% a q u e o u s  a l k a l i n e  s o l u t i o n  o f  g l u t a r a l d e h y d e ,  i s  a l s o  
a c t i v e  a g a i n s t  t h e  s p e c i e s .
A n t i b i o t i c  r e s i s t a n c e
P .  a e r u g i n o s a  h a s  a  h i g h ,  i n t r i n s i c  r e s i s t a n c e  t o  
m o s t  c o m m o n ly  u s e d  a n t i b i o t i c s . L i k e  o t h e r  G r a m - n e g a t i v e
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b a c t e r i a ,  i t  i s  s u r r o u n d e d  b y  a  l i p o p r o t e i n  b i l a y e r  w h i c h  
c o n s t i t u t e s  a  c o n s i d e r a b l e  p e n e t r a t i o n  b a r r i e r  t o  a n t i ­
b i o t i c s  s u c h  a s  t h e  b e t a - l a c t a m  a g e n t s  ( N i k a i d o  e t  a l . ,  
1 9 7 9 ;  H a n c o c k ,  1 9 8 6 ) .  H o w e v e r ,  h y d r o p h i l i c  m o l e c u l e s  
( i n c l u d i n g  b e t a - l a c t a m  a g e n t s )  a r e  a b l e  t o  g a i n  a c c e s s  t o  
t h e  c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e  a n d  c y t o p l a s m  t h r o u g h  t r a n s m e m ­
b r a n e  d i f f u s i o n  c h a n n e l s  f o r m e d  b y  p o r i n  p r o t e i n s  
( H a n c o c k ,  1 9 8 6 ;  Y o s h i m u r a  & N i k a i d o ,  1 9 8 2 ;  G o d f r e y  & 
B r y a n ,  1 9 8 7 ) .  T h e  r a t e  o f  i n f l u x  o f  a  b e t a - l a c t a m  a g e n t  
i s  l i m i t e d  a n d ,  i n  p a r t ,  d e t e r m i n e d  b y  s i z e ,  c h a r g e  a n d  
t h e  p r e s e n c e  o f  b u l k y  s i d e  c h a i n s  ( G o d f r e y  & B r y a n ,
1 9 8 7 ) .  A l t e r a t i o n s  i n  p o r i n  p r o t e i n s  a r e  k n o w n  t o  b e  
a s s o c i a t e d  w i t h  i n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  ( G o d f r e y  & B r y a n ,  
1 9 8 7 ;  G u tm a n n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  B i i s c h e r  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .
T h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  P .  a e r u g i n o s a  c a n  a l s o  b e  
d i r e c t l y  a f f e c t e d  b y  v a r i o u s  a g e n t s  a n d ,  a s  a  r e s u l t ,  
b e c o m e  m o r e  p e r m e a b l e .  F o r  e x a m p l e ,  a g e n t s  s u c h  a s  EDTA 
o r  a s c o r b i c  a c i d  ( " p e r m e a b i l i z e r s " ) i n c r e a s e  t h e  
p e r m e a b i l i t y  o f  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  P .  a e r u g i n o s a  t o  
b e t a - l a c t a m s ,  l y s o z y m e  a n d  h y d r o p h o b i c  c o m p o u n d s .  
H a n c o c k  a n d  Wong ( 1 9 8 4 )  s u g g e s t e d  t h a t  o n e  o f  t h e s e  
c o m p o u n d s ,  g i v e n  t o g e t h e r  w i t h  a n  a n t i b i o t i c  m ay p r o v i d e  
a  m o r e  s u c c e s s f u l  m e t h o d  o f  t r e a t m e n t .  H o w e v e r ,  c a r e  
s h o u l d  b e  t a k e n  t o  s e l e c t  c o m p o u n d s  f o r  u s e  i n  v i v o .
B e t a - l a c t a m s  ( p e n i c i l l i n s  a n d  c e p h a l o s p o r i n s )  a n d  
t h e  a m i n o g l y c o s i d e s  a r e  t h e  tw o  m a j o r  c l a s s e s  o f  a n t i ­
b i o t i c s  a c t i v e  a g a i n s t  P s e u d o m o n a s  s p p .  T h e  b e t a - l a c t a m s  
i n c l u d e  t h e  s e m i s y n t h e t i c  c a r b o x y p e n i c i l l i n s , c a r b e n i -
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c i l l i n  a n d  t i c a r c i l l i n ,  a n d  t h e  u r e i d o p e n i c i l l i n s  
a z l o c i l l i n ,  m e z l o c i l l i n  a n d  p i p e r a c i l l i n .  C e p h a l o s p o r i n s  
i n c l u d e  c e f o t a x i m e ,  c e f t a z i d i m e ,  a n d  c a r b a p e n e m s  s u c h  a s  
i m i p e n e m .  T h e  b e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  r e a c t  w i t h  t h e  
p e n i c i l l i n - b i n d i n g  p r o t e i n s  (P B P s )  l o c a t e d  i n  t h e  o u t e r  
c y t o p l a s m i c  m e m b r a n e .  PB Ps a r e  e n z y m e s  t h a t  c a t a l y z e  t h e  
p r o c e s s  o f  t r a n s p e p t i d a t i o n  a n d  m o d u l a t e  f u n c t i o n s  s u c h  
a s  e l o n g a t i o n  a n d  s e p t a t i o n .  D i s r u p t i o n  o f  t h e s e  
f u n c t i o n s  m ay r e s u l t  i n  l y s i s  a n d  c e l l  d e a t h  ( T o m a s z ,
1 9 7 9 ) .
As i n  o t h e r  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  t h e  m e c h a n i s m s  
o f  r e s i s t a n c e  t o  b e t a - l a c t a m s  i n c l u d e  r e d u c e d  c e l l  w a l l  
p e r m e a b i l i t y  a n d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  b e t a - l a c t a m a s e s  
( W i l l i a m s  e t  a l ,  . 1 9 8 4 ;  L i v e r m o r e ,  1 9 8 8 ;  G o d f r e y  & B r y a n ,
1 9 8 7 ) .  T h e  p l a s m i d - m e d i a t e d  b e t a - l a c t a m a s e s ,  w h i c h  w e r e  
f i r s t  r e p o r t e d  i n  P .  a e r u g i n o s a  i n  1 9 6 9 ,  a r e  r a r e  i n  t h e  
s p e c i e s .  F o r  e x a m p l e ,  W i l l i a m s  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 4 )  
f o u n d  s u c h  e n z y m e s  i n  o n l y  2% o f  1 , 8 6 6  i s o l a t e s  o b t a i n e d  
f r o m  c l i n i c a l  m a t e r i a l  a t  24  B r i t i s h  h o s p i t a l s .  A l t h o u g h  
m any  d i f f e r e n t  p l a s m i d  m e d i a t e d  b e t a - l a c t a m a s e  t y p e s  h a v e  
b e e n  r e p o r t e d  f r o m  P .  a e r u g i n o s a ,  t h e  t y p e s  t h a t  o c c u r  
m o s t  f r e q u e n t l y ,  PSE 1 a n d  PSE 4 ,  a r e  n o t  r e a d i l y  
t r a n s f e r a b l e  ( P h i l i p p o n ,  1 9 8 8 ;  L i v e r m o r e  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .
P .  a e r u g i n o s a  a l s o  p r o d u c e s  a  c h r o m o s o m a l l y - m e d i a t e d  
e n z y m e  -  c l a s s  I  c e p h a l o s p o r i n a s e ,  R ic h m o n d  a n d  S y k e s  
c l a s s i f i c a t i o n  ( 1 9 7 3 )  -  w h i c h  i s  n o r m a l l y  r e p r e s s e d
( S a n d e r s  & S a n d e r s ,  1 9 8 6 ) .  M o s t  f i r s t -  a n d  s e c o n d -  
g e n e r a t i o n  c e p h a l o s p o r i n s  a n d  a m p i c i l l i n  a r e  g o o d
26
s u b s t r a t e s  a n d  s t r o n g  i n d u c e r s  o f  t h i s  e n z y m e .  I n  c o n ­
t r a s t  w i t h  t h e  p l a s m i d - m e d i a t e d  e n z y m e s ,  c h r o m o s o m a l  
b e t a - l a c t a m a s e  i s  f o u n d  i n  v i r t u a l l y  a l l  s t r a i n s .  T h i s  
e n z y m e  p o s e s  a  m a j o r  t h r e a t  f o r  t h e  t h e r a p y  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s  w i t h  b e t a - l a c t a m s ,  a s  i t  c a n  b e  
i n d u c e d  b y  b e t a - l a c t a m s  a n d  m u t a n t s  may b e  s e l e c t e d  t h a t  
a r e  " s t a b l y  d e r e p r e s s e d " ,  i . e .  t h e y  m a n u f a c t u r e  b e t a -  
l a c t a m a s e  c o p i o u s l y  w i t h o u t  i n d u c t i o n  ( L i v e r m o r e  & Y a n g ,  
1 9 8 7 ;  L i v e r m o r e ,  1 9 8 7 ) .
As b e t a - l a c t a m a s e s  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  p e r i p l a s m i c  
s p a c e  o f  t h e  c e l l  w a l l ,  t h e y  a r e  h i g h l y  e f f i c i e n t  a t  
p r e v e n t i n g  t h e  e n t r y  o f  b e t a - l a c t a m  a n t i b i o t i c s  i n t o  t h e  
c e l l .  A n t i b i o t i c s  may b e  i n a c t i v a t e d  b y  h y d r o l y s i s  
( w h e r e  t h e  a g e n t  i s  i r r e v e r s i b l y  d e g r a d e d )  a n d  t r a p p i n g ,  
i n  w h i c h  t h e  a n t i b i o t i c  i s  b o u n d  t o  t h e  e n z y m e  b u t  n o t  
d e g r a d e d  a n d  r e m a i n s  a s  a n  i n a c t i v e  c o m p l e x  ( M a t t h e w ,  
1 9 7 9 ;  T h e n  & A n g e h r n ,  1 9 8 2 ) .
B e t a - l a c t a m s  a b l e  t o  r e s i s t  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e s e  
d e g r a d a t i v e  e n z y m e s ,  t h a t  a r e  h e n c e ,  t h e r a p e u t i c a l l y  
u s e f u l ,  i n c l u d e  i m i p e n e m ,  a z t r e o n a m  a n d  p i p e r a c i l l l i n . 
A l s o ,  b e t a - l a c t a m a s e  i n h i b i t o r s  s u c h  a s  c l a v u l a n i c  a c i d ,  
s u l b a c t a m  a n d  t a z o b a c t a m  a r e  a c t i v e ,  i n  v i t r o ,  a g a i n s t  
b o t h  p l a s m i d  a n d  c h r o m o s o m a l  b e t a - l a c t a m a s e s  ( L a m b e r t  & 
S a n s o m ,  1 9 8 9 ) .  T h e i r  p o t e n t i a l  i n  a n t i - p s e u d o m o n a l  
t h e r a p y  r e m a i n s  t o  b e  e s t a b l i s h e d .
T h e  a m i n o g l y c o s i d e  c l a s s  o f  a n t i b i o t i c s  ( s u c h  a s  
g e n t a m i c i n ,  n e t i l m i c i n  a n d  a m i k a c i n )  h a v e  h i g h  a c t i v i t y  
a g a i n s t  P s e u d o m o n a s  s p p . T h e s e  a n t i b i o t i c s  b i n d  i r r e ­
27
v e r s i b l y  t o  t h e  30S  s u b - u n i t  o f  b a c t e r i a l  r i b o s o m e s ,  
r e s u l t i n g  i n  c e s s a t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s  ( G a l e  e t  a l . ,  
1 9 7 2 ) .  S t u d i e s  b y  H a n c o c k  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  h a v e  sh o w n  t h a t  
a m i n o g l y c o s i d e s  g a i n  e n t r y  t o  t h e  c e l l  b y  d e s t a b i l i z i n g  
a n d  p e r f o r a t i n g  t h e  o u t e r  m e m b r a n e .  T h i s  p h e n o m e n o n  may 
e x p l a i n  t h e  s y n e r g y  s o m e t i m e s  s e e n  b e t w e e n  b e t a - l a c t a m s  
a n d  a m i n o g l y c o s i d e s .  T h i s  c o m b i n a t i o n  i s  w i d e l y  u s e d  i n  
t h e  t r e a t m e n t  o f  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  a s  e m p i r i c a l  t h e r a p y .
R e s i s t a n c e  t o  a m i n o g l y c o s i d e s  o c c u r s  i n  t h r e e  w a y s .  
T h e  f i r s t  m e c h a n i s m  i n v o l v e s  r i b o s o m a l  m u t a t i o n ,  w h i c h  
c a u s e s  a n  a l t e r a t i o n  o f  a m i n o  a c i d ( s )  a t  t h e  s i t e  o f  
a m i n o g l y c o s i d e  a t t a c h m e n t  t o  t h e  r i b o s o m e ,  t h e r e b y  
i n t e r f e r i n g  w i t h  t h e  d r u g ' s  a b i l i t y  t o  b i n d  t o  t h e  
r i b o s o m e  ( C h a n g  & F l a k s ,  1 9 7 2 ) .
T h e  s e c o n d  m e c h a n i s m  i n v o l v e s  d e c r e a s e d  t r a n s p o r t  o f  
t h e  d r u g  i n t o  t h e  b a c t e r i a l  c e l l ,  a  p r o c e s s  d r i v e n  b y  t h e  
e n e r g y  d e r i v e d  f r o m  a e r o b i c  m e t a b o l i s m  ( B r y a n  e t  a l . ,  
1 9 7 6 ) .  T h i s  e x p l a i n s  why a l l  a n a e r o b e s  a r e  r e s i s t a n t  t o  
a m i n o g l y c o s i d e s  ( B r y a n  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  M o e l l e r i n g ,  1 9 8 3 ) .
T h e  t h i r d  r e s i s t a n c e  m e c h a n i s m  r e s u l t s  f r o m  t h e  
a c q u i s i t i o n  o f  p l a s m i d s  t h a t  m e d i a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
a m i n o g l y c o s i d e - i n a c t i v a t i n g  e n z y m e s .  T h e s e  e n z y m e s  
a d e n y l y l a t e ,  a c e t y l a t e  o r  p h o s p h o r y l a t e  h y d r o x y l  a n d  
a m i n o  g r o u p s  i n  a m i n o g l y c o s i d e  a n t i b i o t i c s  ( K a b i n s  e t  
a l . ,  1 9 7 4 ;  S h a n n o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .
A new  c l a s s  o f  a n t i b i o t i c s ,  t h e  f l u o r o q u i n o l o n e s  
( e . g .  n o r f l o x a c i n ,  e n o x a c i n  a n d  c i p r o f l o x a c i n )  a r e  e f f ­
e c t i v e  a g a i n s t  P .  a e r u g i n o s a  (D ow ns e t  a l . ,  1 9 8 2 ;
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C h a r t r a n d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  H u s s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e  
a n t i b i o t i c s  i n h i b i t  DNA g y r a s e ,  a n  e s s e n t i a l  b a c t e r i a l  
e n z y m e  ( S m i t h ,  1 9 8 4 ) .  T h e  g r e a t e r  s u s c e p t i b i l i t y  o f  
b a c t e r i a  t o  n e w e r  q u i n o l o n e s  c o m p a r e d  w i t h  n a l i d i x i c  a c i d  
m ay b e  r e l a t e d  t o  t h e  b e t t e r  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a l  
o u t e r  m e m b r a n e  b y  t h e  f o r m e r  ( H i r a i  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .
To  d a t e ,  e n z y m a t i c  d e g r a d a t i o n  a n d / o r  p l a s m i d  m ed ­
i a t e d  r e s i s t a n c e  f a c t o r s  h a v e  n o t  b e e n  r e p o r t e d  f o r  
q u i n o l o n e s .  H o w e v e r ,  tw o  m e c h a n i s m s  o f  r e s i s t a n c e  i n  
G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  i n c l u d i n g  P .  a e r u g i n o s a ,  h a v e  
b e e n  i d e n t i f i e d .  T h e  f i r s t  i n v o l v e s  a l t e r a t i o n s  i n  t h e  
o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s ,  w i t h  o r  w i t h o u t  i n v o l v e m e n t  o f  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e s ,  r e s u l t i n g  i n  c h a n g e s  i n  t h e  p e r m e a ­
b i l i t y  b a r r i e r  ( H i r a i  e t  a l .  , 1 9 8 7 ) .  T h e  s e c o n d  m e c h a n i s m  
i n v o l v e s  c h a n g e s  i n  t h e  t a r g e t  e n z y m e ,  DNA g y r a s e  ( S m i t h ,  
1 9 8 4 ;  A oyam a e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  H o o p e r  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .  B o t h  
m e c h a n i s m s  may b e  p r e s e n t  i n  s t r a i n s .
O f  t h e  new  q u i n o l o n e s ,  c i p r o f l o x a c i n  i n  p a r t i c u l a r ,  
h a s  t h e  a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  t h a t  t h e r a p e u t i c  c o n c e n t r a ­
t i o n s  c a n  b e  a c h i e v e d  w i t h  o r a l  d o s i n g .  A t  som e  
l e u k a e m i a  c e n t r e s ,  i n c l u d i n g  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l ,  
o r a l  c i p r o f l o x a c i n  i s  u s e d  a s  f o r  p r o p h y l a x i s  t o  p r e v e n t  
G r a m - n e g a t i v e  a e r o b i c  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n  i n  p a t i e n t s  
d u r i n g  r e m i s s i o n  i n d u c t i o n  t r e a t m e n t .
T h e  o u t e r  m e m b r a n e  o f  P .  a e r u g i n o s a
L i k e  o t h e r  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  P .  a e r u g i n o s a  h a s  
a  t w i n  e n v e l o p e  m e m b r a n e ,  s e p a r a t e d  b y  a  l a y e r  o f  p e p t i -
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d o g l y c a n  ( N i k a i d o ,  1 9 7 9 ) .  T h e  o u t e r  m e m b r a n e  i s  a n  a s y m ­
m e t r i c  b i l a y e r  c o n t a i n i n g  p h o s p h o l i p i d s  o n  t h e  i n n e r  
l e a f l e t  a n d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  a s  t h e  m a j o r  
l i p i d i c  m o l e c u l e ,  o n  t h e  o u t e r  c e l l  s u r f a c e .  ( F i g u r e  3 ) .
T h e  LPS o f  P .  a e r u g i n o s a  c o n s i s t s  o f  t h r e e  b a s i c  
u n i t s :  l i p i d  A, c o r e  p o l y s a c c h a r i d e  a n d  O - s p e c i f i c  s i d e  
c h a i n  ( N i k a i d o ,  1 9 7 9 ) .  LPS c o n t a i n s  a  h y d r o p h o b i c  
r e g i o n ,  l i p i d  A ( e n d o t o x i n ) ,  w h i c h  h a s  f i v e  o r  s i x  f a t t y  
a c i d s  l i n k e d  t o  a  b a c k b o n e  o f  d i g l u c o s a m i n e  p h o s p h a t e .  
C o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  t h i s  i s  t h e  o l i g o s a c c h a r i d e  c o r e  
c o n t a i n i n g  a n  u n u s u a l  s u g a r ,  2 - k e t o - 3 - d e o x y o c t a n o a t e  
( KDO) ,  a s  w e l l  a s  a  v a r i e t y  o f  h e p t o s e  a n d  h e x o s e  
r e s i d u e s  ( N i k a i d o ,  1 9 7 9 ) .  T h e  o l i g o s a c c h a r i d e  c o r e  may 
b e  s u b s t i t u t e d  w i t h  a  v a r i a b l e  n u m b e r  o f  r e p e a t e d  o l i g o ­
s a c c h a r i d e  ( n  = 3 - 5 )  u n i t s ,  c a l l e d  t h e  O - s p e c i f i c  r e g i o n  
( N a i k a i d o ,  1 9 7 9 ) .  T h e  l a t t e r  i s  h y d r o p h i l i c .
T h e  LPS o f  P .  a e r u g i n o s a  d i f f e r s  f r o m  t h a t  o f  t h e  
e n t e r o b a c t e r i a c e a e  i n  tw o  w a y s .  F i r s t l y ,  i t  h a s  a  h i g h  
p h o s p h o r u s  c o n t e n t  i n  t h e  l i p i d  A r e g i o n  ( 4 -5 % )  
( W i l k i n s o n ,  1 9 8 3 ) .  S e c o n d l y ,  i t  h a s  a  d i s t i n c t i v e  a m i n o  
a c i d  c o m p o n e n t ,  a n  a m i d e  l i n k  L - a l a n i n e  ( K n i r e l  e t  a l . ,
1 9 8 8 ) ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  a m i n o  s u g a r s  s u c h  a s  
f u c o s a m i n e  a n d  q u i n o v o s a m i n e  i n  t h e  O - r e g i o n .  T h e  a m o u n t  
a n d  c o m p o s i t i o n  o f  LPS p r o d u c e d  b y  a  s t r a i n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i s  s t r o n g l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  m a g n e s i u m  i o n  
c o n c e n t r a t i o n  (D ay  & M a r c e a u - D a y ,  1 9 8 2 ) .  P .  a e r u g i n o s a  
LPS c a n  b e  s e p a r a t e d  b y  SDS-PAGE a n d  b a n d s  c o r r e s p o n d i n g  
t o  h i g h ,  m e d iu m  a n d  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  m ay b e
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Figure 3 The outer membrane of a Gram-negative bacterial cell.
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v i s u a l i z e d  b y  a  s i l v e r  s t a i n .  T h e  l a d d e r  b a n d s  r e p r e s e n t  
m o l e c u l e s  w i t h  i n c r e a s i n g  n u m b e r s  o f  O - r e p e a t  u n i t s .  A 
pH o f  6 . 8  a l l o w s  f a s t e r  m i g r a t i o n  a n d  b e t t e r  r e s o l u t i o n  
o f  s i d e  c h a i n  c o m p o n e n t s  i n  SDS-PAGE ( D u c h e s n e  e t  a l . ,
1 9 8 8 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  LPS a n d  p h o s p h o l i p i d s ,  t h e  
P .  a e r u g i n o s a  o u t e r  m e m b r a n e  c o n t a i n s  p o l y p e p t i d e s  w h i c h  
a r e  c a l l e d  m a j o r  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s  d e s i g n a t e d  D, E ,  
F ,  G, H a n d  I  ( M iz u n o  & K a g e y a m a ,  1 9 7 8 ) .  H a n c o c k  a n d  
C a r e y  ( 1 9 7 9 )  s u b d i v i d e d  p r o t e i n s  D a n d  H t o  g i v e  D-j a n d  
D2 a n d  H-| a n d  H2 . H a n c o c k  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  d e s c r i b e d  a  
f u r t h e r  p r o t e i n ,  l a b e l l e d  P .  T h r e e  o f  t h e s e  p r o t e i n s  
( D-j, F a n d  P )  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  f o r m  h y d r o p h i l i c  
c h a n n e l s  o f  d e f i n e d  s i z e  t h r o u g h  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  ( B e n z  
& H a n c o c k ,  1 9 8 1 ;  B e n z  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  H a n c o c k  & C a r e y ,
1 9 8 0 )  a n d  b e a r  t h e  common n am e  " p o r i n s " .
T h e  h i g h  i n t r i n s i c  r e s i s t a n c e  o f  P .  a e r u g i n o s a  t o  
m o s t  c o m m o n ly  u s e d  a n t i b i o t i c s  a p p e a r s  t o  b e ,  i n  p a r t ,  
d u e  t o  t h e  l o w  e f f i c i e n c y  i n  p o r e  f o r m a t i o n  a c r o s s  t h e  
o u t e r  m e m b r a n e  o f  p o r i n  F ( N i c a s  & H a n c o c k ,  1 9 8 3 ) .
E p i d e m i o l o g i c a l  t y p i n g  o f  P .  a e r u g i n o s a  
S e r o t y p i n g
S e r o t y p i n g  i s  b a s e d  o n  i d e n t i f i c a t i o n  o f  g r o u p -  
s p e c i f i c ,  h e a t - s t a b l e ,  LPS O - a n t i g e n s  b y  a g g l u t i n a t i o n .  
S e v e r a l  s y s t e m s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  a n d  t h e i r  u s e  h a s  
b e e n  r e v i e w e d  ( L a n y i  & B e r g a n ,  1 9 7 8 ;  B r o k o p p  & F a r m e r ,  
1 9 7 9 ;  P i t t ,  1 9 8 8 ) .  L i u  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 3 )  p r o p o s e d  a
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s c h e m e  c o m p r i s i n g  1 7 0  t y p e s ,  t h e  I n t e r n a t i o n a l  A n t i g e n i c  
T y p i n g  S c h e m e  ( I A T S ) .  T h e  r e f e r e n c e  s t r a i n s  f o r  t h e  
s c h e m e  a r e  h e l d  b y  t h e  A m e r i c a n  T y p e  C u l t u r e  C o l l e c t i o n  
a n d  t h e  N a t i o n a l  C o l l e c t i o n  o f  T y p e  C u l t u r e s ,  L o n d o n .  
T h i s  s c h e m e  i s  w i d e l y  u s e d  b u t  som e  c o u n t r i e s ,  s u c h  a s  
J a p a n ,  f a v o u r  t h e  0  t y p i n g  s c h e m e  o f  Homma ( 1 9 7 0 ) .
O - s e r o l o g i c a l  t y p i n g  i s  r e p r o d u c i b l e  a n d  m o s t  
s t r a i n s  ( 9 0 - 9 5 % )  c a n  b e  t y p e d  b y  a  s i m p l e  s l i d e  a g g l u t ­
i n a t i o n  t e s t .  T h e  s i x  m o s t  f r e q u e n t  t y p e s  ( 0 1 ,  0 2 ,  0 3 ,  
0 6 ,  0 1 1 ,  0 1 6 )  a c c o u n t  f o r  a l m o s t  60% o f  a l l  s t r a i n s ,  a n d  
t y p e s  06  a n d  0 1 1 ,  i n  p a r t i c u l a r ,  r e p r e s e n t  20% a n d  15% o f  
c l i n i c a l  s t r a i n s ,  r e s p e c t i v e l y .  S e r o t y p e s  0 2 ,  05 a n d  0 1 6  
a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  a n d  a r e  o f t e n  r e p o r t e d  a s  a  c o m p l e x ,  
G r o u p  I I .  O t h e r  c r o s s  r e a c t i o n s  i n c l u d e  0 7 / 0 8  a n d  
0 1 2 / 0 1 3  ( P i t t ,  1 9 8 8 ) .
T h e r e  a r e  s h o r t  c o m i n g s  w i t h  t h i s  t y p i n g  s c h e m e .  
F o r  i n s t a n c e ,  a b o u t  5% o f  s t r a i n s  a r e  p o l y a g g l u t i n a b l e  
( P A ) ;  t h a t  i s ,  t h e y  a r e  a g g l u t i n a t e d  b y  m o r e  t h a n  o n e  
s e r u m  t o w a r d s  u n r e l a t e d  O a n t i g e n s  a n d  a p p r o x i m a t e l y  3% 
o f  s t r a i n s  a u t o - a g g l u t i n a t e  i n  s a l i n e .  T h e  s e r o t y p i n g  o f  
m u c o i d  s t r a i n s  i s o l a t e d  f r o m  c y s t i c  f i b r o s i s  p a t i e n t s  
p r e s e n t s  a  m a j o r  d i f f i c u l t y .  Many o f  t h e s e  s t r a i n s  a r e  
d e f i c i e n t  i n  O a n t i g e n  a n d  a r e  t h e r e f o r e  " n o t  t y p a b l e "  
( H a n c o c k  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
S t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  m ay a l s o  b e  t y p e d  b y  t h e i r  
f l a g e l l a r  H - a n t i g e n s  ( P i t t ,  1 9 8 1 a ) ,  b u t  t h i s  s c h e m e  i s  
n o t  s a t i s f a c t o r y  f o r  r o u t i n e  u s e .  I f  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n
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w i t h  O - g r o u p i n g ,  i t  h a s  p r o v e d  t o  b e  r e l a t i v e l y  
d i s c r i m i n a t i n g .  ( P i t t ,  1 9 8 1 b ) .
B a c t e r i o c i n s
B a c t e r i o c i n s  a r e  a n t i b a c t e r i a l  p r o t e i n s ,  p r o d u c e d  b y  
a  w i d e  r a n g e  o f  b a c t e r i a ,  a c t i v e  a g a i n s t  m e m b e r s  o f  t h e  
s a m e  o r  c l o s e l y  r e l a t e d  s p e c i e s .  T h e  c e l l s  t h a t  p r o d u c e  
t h e s e  s u b s t a n c e s  a r e  im m une t o  t h e i r  own b a c t e r i o c i n s .  
T h e  b a c t e r i o c i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a r e  c a l l e d  p y o c i n s  a n d  
t h r e e  t y p e s  R , F a n d  S h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  ( G o v a n ,
1 9 7 8 ) .
T h e  p a t t e r n  o f  i n h i b i t i o n  o f  a  s e t  o f  e i g h t  r e f e r ­
e n c e  s t r a i n s  o n  a n  a r e a  o f  a n  a g a r  p l a t e  w h i c h  h a d  
p r e v i o u s l y  s u p p o r t e d  t h e  g r o w t h  o f  t h e  b a c t e r i o c i n  
p r o d u c e r  ( c l i n i c a l  s t r a i n )  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  p y o c i n  
t y p i n g  m e t h o d s  ( F y f e  e t  a l 1 9 8 4 ) .
B a c t e r i o p h a g e  t y p i n g
B a c t e r i o p h a g e s  a r e  v i r u s e s  t h a t  i n f e c t  b a c t e r i a .  As 
v i r u s e s  a r e  " m e t a b o l i c a l l y  i n e r t "  ( d e v o i d  o f  t h e  c a p a b i l ­
i t y  t o  s y n t h e s i z e  p r o t e i n  a n d  n u c l e i c  a c i d )  o u t s i d e  t h e  
h o s t ,  t h e i r  m u l t i p l i c a t i o n  r e q u i r e s  i n f e c t i o n  o f  a  
s u s c e p t i b l e  h o s t .  T h e  s e t  o f  p h a g e s  u s e d  a t  t h e  CPHL, 
L o n d o n  f o r  P .  a e r u g i n o s a  c o n s i s t s  o f  21 p h a g e s ,  w h i c h  a r e  
p r o p a g a t e d  i n  r e f e r e n c e  h o s t  s t r a i n s .  P h a g e - c o n t a i n i n g  
f i l t r a t e s  a r e  a p p l i e d  a t  a  s t a n d a r d  c o n c e n t r a t i o n  t o  a g a r  
p r e v i o u s l y  s e e d e d  w i t h  t h e  t e s t  s t r a i n .  T h e  l y t i c  
r e a c t i o n s  a r e  s c o r e d  a f t e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n .
P h a g e  t y p i n g  o f  P .  a e r u g i n o s a  i s  n o t  r e p r o d u c i b l e .  
A t  CPHL, p h a g e  t y p i n g  a n d  s e r o t y p i n g  a r e  p e r f o r m e d
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s i m u l t a n e o u s l y ,  a n d  p a i r s  o f  s t r a i n s  o f  t h e  s a m e  0  g r o u p  
a r e  o n l y  c o n s i d e r e d  d i s t i n c t  i f  t h e r e  i s  a  t h r e e  o r  m o r e  
m a j o r  r e a c t i o n  d i f f e r e n c e  i n  t h e  p h a g e  t y p i n g  p a t t e r n .  
A p p r o x i m a t e l y  85% o f  a l l  i s o l a t e s  c a n  b e  p h a g e  t y p e d .
P a t h o g e n e s i s  o f  P .  a e r u g i n o s a
P .  a e r u g i n o s a  i s  a n  o p p o r t u n i s t  p a t h o g e n .  H e n c e ,  
c e r t a i n  p r e c o n d i t i o n s  m u s t  e x i s t  b e f o r e  i n f e c t i o n  o c c u r s .  
T h e  p a t i e n t s  t h a t  a r e  h i g h l y  p r e d i s p o s e d  t o  P .  a e r u g i n o s a  
i n f e c t i o n s  c a n  b e  d i v i d e d  i n t o  tw o  g r o u p s ,  b a s e d  o n  t h e  
h o s t  d e f e n c e  i m p a i r m e n t .  T h e  f i r s t  g r o u p  i n v o l v e s  c o n ­
d i t i o n s  w h e r e  t h e  im m une s y s t e m  i s  w e a k e n e d  a s  a  r e s u l t  
o f  t h e  d i s e a s e  e . g .  l e u k a e m i a ,  o r  w h e r e  t h e r e  i s  im m une 
s u p p r e s s i o n  a s  a  r e s u l t  o f  c a n c e r  t h e r a p y  o r  o r g a n  
t r a n s p l a n t .  T h e  s e c o n d  g r o u p  i n v o l v e s  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  
h o s t ' s  p h y s i c a l  p r o t e c t i v e  b a r r i e r s ,  a s  i n  t h e  c a s e  o f  
b u r n s ,  e y e  d a m a g e  o r  s u r g e r y .  I n  m any  c a s e s ,  t h e r e  i s  a  
t y p i c a l  p a t t e r n  o f  i n v a s i o n  o b s e r v e d  w i t h  m i c r o o r g a n i s m s .  
F o r  e x a m p l e ,  t h e  i n i t i a l  f l o r a  o f  a  w o u n d ,  c o m p r i s e d  o f  
G r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a ,  a r e  p r o g r e s s i v e l y  r e p l a c e d  b y  
G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a ,  P .  a e r u g i n o s a  i n  p a r t i c u l a r .  I n  
a d d i t i o n ,  h o s p i t a l i z e d  p a t i e n t s  a r e  u s u a l l y  s u b j e c t e d  t o  
a n t i b i o t i c  t h e r a p y ,  w h i c h  may s e l e c t  P .  a e r u g i n o s a  a s  a  
p r e d o m i n a n t  p a t h o g e n  f r o m  a  m i x e d  p o p u l a t i o n  o f  b a c t e r i a .
V i r u l e n c e  f a c t o r s  o f  P .  a e r u g i n o s a
T h e  v i r u l e n c e  o f  a  m i c r o o r g a n i s m  i s  d e f i n e d  b y  i t s  
a b i l i t y  t o  a s s o c i a t e  i t s e l f  w i t h  a  h o s t ,  i n v a d e  a n d  m u l t ­
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i p l y  w i t h i n  t h e  h o s t ,  p r o d u c e  l o c a l  a n d / o r  s y s t e m i c  d i s ­
e a s e ,  a n d ,  u l t i m a t e l y ,  o v e r w h e l m  a n d  k i l l  t h e  h o s t .  T h e  
v i r u l e n c e  o f  P .  a e r u g i n o s a  i s  c o m p l e x  a n d  m u l t i f a c t o r i a l .  
T h e  o r g a n i s m  i s  i n v a s i v e  a n d  t o x i g e n i c ,  a n d  b o t h  c e l l -  
a s s o c i a t e d  ( e . g .  l i p o p o l y s a c c h a r i d e ,  f i m b r i a e ,  f l a g e l l a )  
a n d  e x t r a c e l l u l a r  f a c t o r s  ( e . g .  e x o t o x i n  A, p r o t e a s e s ,  
h a e m o l y s i n s )  h a v e  b e e n  i m p l i c a t e d  i n  i t s  p a t h o g e n e s i s ,  
b u t  t h e  d e g r e e  t o  w h i c h  t h e s e  f a c t o r s  c o n t r i b u t e  t o  t h e  
p a t h o l o g i c a l  p r o c e s s  i s  d e b a t a b l e .  A s u m m a ry  o f  t h e  
p u t a t i v e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  i s  g i v e n  i n  T a b l e  1 .
F i m b r i a e  ( p i l i )
T h e  f i m b r i a e  o f  P .  a e r u g i n o s a  a r e  c o m p o s e d  o f  a  
s i n g l e  p r o t e i n  s u b u n i t  o f  M.W. 1 6 - 1 8  k d  ( P a r a n c h y c h  e t  
a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  o r g a n e l l e s  a r e  n o t  i n v o l v e d  i n  b a c t e r ­
i a l  c o n j u g a t i o n  b u t  p r o v i d e  r e c e p t o r s  f o r  b a c t e r i o p h a g e s  
( B r a d l e y ,  1 9 8 0 )  a n d  m e d i a t e  a t t a c h m e n t  t o  m u c o s a l  s u r ­
f a c e s  (W oods e t  a l . ,  1 9 8 0 a ) .  P a r a n c h y c h  a n d  c o l l e a g u e s  
( 1 9 8 5 )  l a t e r  r e p o r t e d  t h a t  t h e  f i m b r i a l  r e c e p t o r  o n  
m u c o s a l  c e l l s  w a s  p r o b a b l y  a  p o l y p e p t i d e .
O t h e r  s t r u c t u r e s  s u c h  a s  e n z y m e s  ( N i c a s  & I g l e w s k i ,
1 9 8 5 )  o u t e r  m e m b r a n e  p r o t e i n s  ( S e x t o n  & R e e n ,  1 9 9 2 )  c a n  
m e d i a t e  a t t a c h m e n t  o f  P .  a e r u g i n o s a  t o  m a m m a l ia n  c e l l s .
F l a g e l l a
A n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  a n  a s s o c i a t i o n  
b e t w e e n  t h e  m o t i l i t y  o f  P .  a e r u g i n o s a  a n d  v i r u l e n c e  i n  
e x p e r i m e n t a l  i n v a s i v e  i n f e c t i o n s  ( L u z a r  & M o n t i e ,  1 9 8 5 ;  
M cM anus e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  C r a v e n  & M o n t i e ,  1 9 8 1 ) .  I n d e e d ,  a
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Virulence factors of Pseudomonas aeruginosa
Table 1
F a c to r
Glycocalyx
Fimbriae (Pili) 
Flagella
Lipopolysaccharide 
endotoxin (lipid A)
Exotoxin A
Protease
Haemolysin 
(Phospholipase C)
Cytotoxin
F u n c t io n s
adherence to epithelia; anti 
phagocytic; formation of 
micro colonies
adherence to epithelia
associated with invasive 
infections
septic shock
systemic toxicity; inhibition 
of phagocytic function and 
bone marrow granulocyte- 
macrophage progenitors
local necrosis; degradation 
of protective proteins and 
antibodies
destruction of pulmonary 
surfactant
destruction of leucocytes
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s t u d y  b y  D r a k e  a n d  M o n t i e  ( 1 9 8 8 )  s h o w e d  t h a t  n o n - m o t i l e  
P .  a e r u g i n o s a  m u t a n t s  w e r e  l e s s  v i r u l e n t  i n  a  m o u s e  b u r n  
m o d e l  t h a n  t h e  p a r e n t  w i l d - t y p e .  T h e y  s h o w e d  t h a t  w h i l e  
t h e  w i l d - t y p e  b o t h  c o l o n i z e d  a n d  c a u s e d  s y s t e m i c  
i n f e c t i o n ,  n o n - m o t i l e  m u t a n t s  w e r e  a b l e  t o  p r o l i f e r a t e  i n  
t h e  b u r n  w o u n d  b u t  f a i l e d  t o  s p r e a d  s y s t e m i c a l l y .
F l a g e l l a r  a n t i g e n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a r e  h i g h l y  
i m m u n o g e n i c  ( A n s o r g ,  1 9 7 8 ;  P i t t ,  1 9 8 1 b ) .  R e c e n t l y ,  
v a c c i n e s  c o m p r i s i n g  17 f l a g e l l a  s e r o t y p e s  h a v e  b e e n  
d e v e l o p e d  a n d  t e s t e d  i n  v o l u n t e e r s  ( R o t e r i n g  & D o r n e r ,  
1 9 8 9 ;  C ro w e  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  a n d  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e y  
s t i m u l a t e  p r o t e c t i v e  a n t i b o d i e s .
L i p p p o l v s a c c h a r i d e
I t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  t h e  LPS o f  
P .  a e r u g i n o s a  p l a y s  a  m a j o r  r o l e  i n  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  
o r g a n i s m ,  i n  p a r t i c u l a r ,  r e s i s t a n c e  t o  t h e  n a t u r a l  
b a c t e r i c i d a l  p r o p e r t y  o f  n o r m a l  h u m an  s e r u m .  S e r u m -  
r e s i s t a n t  P .  a e r u g i n o s a  a r e  f r e q u e n t l y  r e c o v e r e d  f r o m  
b a c t e r a e m i a .  ( B h a m r a , 1 9 8 5 ;  R o a n t r e e  & R a n t z ,  1 9 6 0 ) .  
T h e s e  s t r a i n s  p o s s e s s  O - s i d e  c h a i n s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  
s e r u m - s e n s i t i v e  i s o l a t e s  f r o m  t h e  s p u t u m  o f  c y s t i c  
f i b r o s i s  p a t i e n t s ,  ( H a n c o c k  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  By c o n j u g a t e d  
m o n o c l o n a l  a n t i - L P S  a n t i b o d i e s ,  Lam e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  s h o w e d  
t h a t  s m o o t h  s t r a i n s  w e r e  s u r r o u n d e d  b y  a n  a m o r p h o u s  l a y e r  
( " S - L P S " )  w h i c h  w a s  a b s e n t  i n  a  s e r u m - s e n s i t i v e  0 -  
d e f e c t i v e  m u t a n t .  T h e y  s u g g e s t e d  t h a t  S -L P S  e x t e n d e d  
o v e r  t h e  c e l l  s u r f a c e  a n d  i n h i b i t e d  t h e  b i n d i n g  o f
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T h e  u n e q u i v o c a l  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  LPS w a s  l i n k e d  t o  
t h e  v i r u l e n c e  o f  t h e  c e l l  w a s  m ad e  b y  C r y z  a n d  c o l l e a g u e s  
( 1 9 8 4 ) .  T h e s e  w o r k e r s  d e m o n s t r a t e d  a  d i r e c t  c o r r e l a t i o n  
b e t w e e n  m o u s e  v i r u l e n c e  a n d  t h e  " r o u g h n e s s "  o f  e x t r a c t e d  
P .  a e r u g i n o s a  LPS m e a s u r e d  a s  p a r t i t i o n i n g  i n  h o t  p h e n o l  
w a t e r .  T h e y  s h o w e d  t h a t  h i g h l y  v i r u l e n t  s t r a i n s  (LD50 
CFU < 1 0 2 ) c o n t a i n e d  h y d r o p h i l i c  L P S , w h e r e a s  i n t e r m e d i a t e  
a n d  l o w  o r  a v i r u l e n t  s t r a i n s  c o n t a i n e d  d e c r e a s i n g  a m o u n t s  
o f  O - s p e c i f i c  L P S .
LPS f r o m  P .  a e r u g i n o s a , l i k e  o t h e r  b a c t e r i a l  L P S , 
h a s  a  v a r i e t y  o f  b i o l o g i c a l  p r o p e r t i e s ,  i n c l u d i n g  
e n d o t o x i c  a c t i v i t y  (Homma, 1 9 7 1 ) ,  a n t i - t u m o u r  a c t i v i t y  
a n d  t h e  i n d u c t i o n  o f  i n t e r f e r o n  p r o d u c t i o n  ( T a n a m o t o  e t  
a l . ,  1 9 7 9 ) .  I n  a d d i t i o n ,  i t  i s  h i g h l y  i m m u n o g e n i c  i n  
a n i m a l s  a n d  m an (Homma e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  P e n n i n g t o n  & P i e r ,  
1 9 8 3 ) .  R e c e n t l y ,  C r y z  e t  a l . ,  ( 1 9 8 9 )  s y n t h e s i z e d  
o c t a v a l e n t  P .  a e r u g i n o s a  c o n j u g a t e  v a c c i n e  b y  c o v a l e n t l y  
c o u p l i n g  t h e  O - p o l y s a c c h a r i d e  ( O - P s )  m o i e t y  d e r i v e d  f r o m  
t h e  LPS o f  so m e  s e r o t y p e s  t o  e x o t o x i n  A. T h e i r  v a c c i n e  
c o n f e r r e d  s i g n i f i c a n t  p r o t e c t i o n  o n  m i c e  a g a i n s t  
s u b s e q u e n t  c h a l l e n g e  w i t h  P .  a e r u g i n o s a .
S l i m e  a n d  a l g i n a t e
A l l  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  e l a b o r a t e  a n  
e x t r a c e l l u l a r  s l i m e  w h i c h  l o o s e l y  a g g r e g a t e s  a r o u n d  t h e  
c e l l .  T h i s  c o n s i s t s  c h i e f l y  o f  p o l y s a c c h a r i d e ,  p r o t e i n  
a n d  p o l y m e r i z e d  n u c l e i c  a c i d  (B ro w n  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .
complement to the cell membrane.
39
S l i m e  i s  c h e m i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  a l g i n a t e ,  w h i c h  
c o n s i s t s  o f  (3 -1 -4  l i n k e d  D - m a n n u r o n i c  a n d  L - g u l u r o n i c  
a c i d s  ( L i n k e r  & J o n e s ,  1 9 6 6 ) .  I n  a l g i n a t e ,  r a t i o s  o f  
m a n n u r o n i c  t o  g u l u r o n i c  a c i d  r a n g e  f r o m  > 1 0 :1  t o  n e a r l y  
1 : 1 ,  b u t  n e v e r  < 1 :1  ( R u s s e l l  & G a c e s a ,  1 9 8 8 ) .  Few o t h e r  
b a c t e r i a  s y n t h e s i z e  a l g i n a t e  b u t  i t  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  
A z o t o b a c t e r  v i n e l a n d i i , a  n i t r o g e n - f i x i n g  s p e c i e s  ( G o r i n  
& S p e n c e r ,  1 9 6 6 ) .  G o v a n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  a l s o  i s o l a t e d  
a l g i n a t e - p r o d u c i n g  m u t a n t s  o f  P .  f l u o r e s c e n s , P .  p u t i d a  
a n d  P .  m e n d o c i n a .
T h e  t o x i c  c o m p o n e n t  o f  s l i m e  i s  a  g l y c o l i p o p r o t e i n  
(GLP) a n d  i s  l e t h a l  f o r  m i c e .  S l i m e  GLP i s  a n t i g e n -  
i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  L P S - 0  a n t i g e n ,  b u t  i t s  t o x i c  e f f e c t  
m ay n o t  b e  d u e  t o  t h i s  m o l e c u l e  a l o n e  a n d  t h e  r o l e  o f  LPS 
a s  a  c o f a c t o r  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  ( Y u s h k o v a  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .
M u c o id  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  may b e  i s o l a t e d  f r o m  
t h e  l u n g s  o f  a p p r o x i m a t e l y  80% o f  CF p a t i e n t s  ( H e n r y  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ;  H o i b y ,  1 9 7 4 ) .  T h e  a l g i n a t e  f o r m s  a  l a r g e  
v o l u m e  m a t r i x  a r o u n d  t h e  b a c t e r i a  ( m i c r o - c o l o n i e s ) ,  
e n a b l i n g  t h e m  t o  g r o w  a n d  r e p r o d u c e  w h i l e  p r o t e c t e d  f r o m  
t h e  o u t s i d e  e n v i r o n m e n t  ( e . g .  c o m p l e m e n t  a c t i v i t y ,  
a n t i b i o t i c s ,  e t c . )  M u c o id  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
p e r s i s t  i n  t h e  l u n g s  o f  CF p a t i e n t s  (Lam e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  
G o v a n  & G l a s s ,  1 9 9 0 )  i n  t h i s  f o r m .  M u c o id  s t r a i n s  
a c c o u n t  f o r  o n l y  1-2%  o f  c l i n i c a l  P .  a e r u g i n o s a  i s o l a t e s  
i n  t h e  g e n e r a l  p o p u l a t i o n  ( D o g g e t t  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .
A l g i n a t e  h a s  b e e n  a s c r i b e d  s e v e r a l  f u n c t i o n s ,  
i n c l u d i n g  r e s i s t a n c e  t o  p h a g o c y t o s i s  ( S c h w a r z m a n n  &
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B o r i n g ,  1 9 7 1 ) ,  a d h e r e n c e  t o  t h e  l u n g  e p i t h e l i u m  ( R a m p h a l  
& P y l e ,  1 9 8 3 )  a n d  i n h i b i t i o n  o f  t h e  d i f f u s i o n  o f  a n t i ­
b i o t i c s  ( G o r d o n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  A l g i n a t e  h a s  a l s o  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  i n  n o n - m u c o i d  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
( A n a s t a s s i o u  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .
E x o t o x i n  A
E x o t o x i n  A i s  a n  e n z y m e  p r o t e i n  p r o d u c e d  e x t r a -  
c e l l u l a r l y  b y  m o s t  ( > 9 0 % ) ,  c l i n i c a l  s t r a i n s  o f  
P .  a e r u g i n o s a .  I t  h a s  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  71 k d  a n d  i s  
t h e  m o s t  t o x i c  c o m p o n e n t  (LD^q = 1 p .g /k g  i n  m i c e )  o f  a l l  
c e l l u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
( L i u ,  1 9 7 4 ;  B j o r n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  I t  i s  1 0 , 0 0 0  t o  2 0 , 0 0 0  
t i m e s  m o r e  l e t h a l  t h a n  P .  a e r u g i n o s a  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  
( L i u ,  1 9 7 4 ;  Y o u n g ,  1 9 8 0 ) .  I g l e w s k i  a n d  K a b a t  ( 1 9 7 5 )  
s h o w e d  t h a t  e x o t o x i n  A c a t a l y z e s  t h e  t r a n s f e r  o f  t h e  ADP- 
r i b o s y l  m o i e t y  ( ADPR) f r o m  NAD o n t o  e l o n g a t i o n  f a c t o r  2 
( E F 2 ) ,  h a l t i n g  p r o t e i n  s y n t h e s i s  a t  t h e  s t a g e  o f  
p o l y p e p t i d e  c h a i n  e l o n g a t i o n .
NAD + EF2 Exotoxin A ADPR-EF2 + Nicotinamide + H+
 >
<------------------------
H e n c e ,  t h e  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  o f  e x o t o x i n  A i s  
i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  d i p h t h e r i a  t o x i n .  T h e r e  a r e  
i n t e r e s t i n g  p a r a l l e l s  a n d  c o n t r a s t s  b e t w e e n  t h e  tw o  
t o x i n s .  B o t h  c o n f o r m  t o  t h e  "A -B "  s t r u c t u r e - f u n c t i o n  
m o d e l  o f  m any  b a c t e r i a l  t o x i n s .  T h e  B f r a g m e n t  o f  t h e  
m o l e c u l e  i s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  a
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e u c a r y o t i c  c e l l  r e c e p t o r ;  t h e  A f r a g m e n t  i s  c a t a l y t i c .  
T h e  p r o d u c t i o n  o f  b o t h  t o x i n s  i s  r e g u l a t e d  b y  e n v i r o n ­
m e n t a l  i r o n  c o n c e n t r a t i o n s  ( B j o r n  e t  a l . ,  1 9 7 8 )  a n d  i n  
i r o n  l i m i t a t i o n ,  e x o t o x i n  A i s  o p t i m a l l y  p r o d u c e d .
T h e  s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  e x o t o x i n  A r e s i d e s  o n  t h e  
c h r o m o s o m e  ( V a s i l  & I g l e w s k i ,  1 9 7 8 ;  V a s i l  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  
a n d  p r o d u c t i o n  i s  r e g u l a t e d  b y  a  g e n e ,  r e g A  ( H e d s t r o m  
e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s  d i f f e r  i n  t h e  
a m o u n t s  o f  e x o t o x i n  A p r o d u c e d  ( B j o r n  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  Ohman 
e t  a l . ,  1 9 8 0 )  a n d  H e d s t r o m  e t  a l . ,  ( 1 9 8 6 )  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  o n l y  o n e  c o p y  o f  r e g A  i s  p r e s e n t  p e r  c e l l  i n  
P .  a e r u g i n o s a .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  g e n e  a m p l i f i c a t i o n  d i d  
n o t  e x p l a i n  t h e  h i g h l y  v a r i a b l e  p r o d u c t i o n  o f  e x o t o x i n  A 
b y  d i f f e r e n t  s t r a i n s .
M o re  r e c e n t l y  , W ic k  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 9 0 )  
i d e n t i f i e d  a n  a d d i t i o n a l  g e n e ,  r e g B ,  i m m e d i a t e l y
d o w n s t r e a m  o f  r e g A ,  w h i c h  i n f l u e n c e d  e x o t o x i n  A
p r o d u c t i o n .
T h e  v i r u l e n c e  p o t e n t i a l  o f  e x o t o x i n  A i s  c l e a r l y  d u e  
t o  i t s  i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  E x p e r i m e n t s  w i t h  
a n i m a l s  h a v e  s h o w n  t h a t  f o l l o w i n g  a n  i n j e c t i o n  o f  p u r i f ­
i e d  t o x i n  i n t o  m i c e ,  ADPR t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  i s  
m a n i f e s t e d  i n  v i v o  b y  d e c r e a s e d  a m i n o  a c i d  u p t a k e
( P a v l o v s k i  & S h a c k e l f o r d ,  1 9 7 4 )  a n d  f u n c t i o n a l  EF2 l e v e l s  
( I g l e w s k i  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  M o r e o v e r ,  t h e  e n z y m e  i s  c y t o ­
t o x i c  f o r  h u m an  m a c r o p h a g e s  a n d  i n h i b i t s  t h e i r  p h a g o c y t i c  
f u n c t i o n  i n  v i t r o  ( P o l l a c k  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  I t  a l s o  
i n h i b i t s  h u m an  b o n e  m a r r o w  g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e
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p r o g e n i t o r  c e l l s  i n  n a n o g r a m  c o n c e n t r a t i o n s  ( S t u a r t  & 
P o l l a c k ,  1 9 8 2 ) .  F u r t h e r  e v i d e n c e  f o r  t h e  p a t h o g e n i c  r o l e  
o f  e x o t o x i n  A i s  s h o w n  i n d i r e c t l y  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  
t o x i n - s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  i n  p a t i e n t s  i n f e c t e d  w i t h  
t o x i n - p r o d u c i n g  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a .  A n u m b e r  o f  
s t u d i e s  ( P o l l a c k  & Y o u n g ,  1 9 7 9 ;  C r o s s  e t  a l . ,  1 9 8 0 )  h a v e  
s h o w n  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  h i g h  s e r u m  a n t i b o d y  t i t r e s  t o  
e x o t o x i n  A i n  p a t i e n t s  w i t h  a c u t e  p s e u d o m o n a s  i n f e c t i o n s  
m a k e s  s u b s e q u e n t  s u r v i v a l  m o r e  l i k e l y .
P r o t e o l y t i c  e n z y m e s
M o s t  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  (95% ) 
d i s p l a y  m a r k e d  p r o t e o l y t i c  a c t i v i t y  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  
s p e c i e s  o f  t h e  g e n u s .  S u b s t r a t e s  f o r  t h e s e  e n z y m e s  
i n c l u d e  g e l a t i n  ( M o r i h a r a ,  1 9 6 4 ) ,  c a s e i n ,  e l a s t i n  a n d  
f i b r i n  ( L i u ,  1 9 7 4 ) .
A t  l e a s t  t h r e e  d i s t i n c t  t y p e s  o f  p r o t e a s e  a r e  
r e c o g n i z e d ,  b a s e d  u p o n  pH , s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y ,  a n d  
p h y s i c a l  p r o p e r t i e s .  T h e y  c a n  b e  s e p a r a t e d  b y  i o n -  
e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  o r  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  
( M o r i h a r a ,  1 9 6 4 ;  K r e g e r  & G r i f f i n ,  1 9 7 4 ;  W r e t l i n d  & 
W a d s t r o m ,  1 9 7 7 )  i n t o  a l k a l i n e  p r o t e a s e ,  e l a s t a s e ,  a n d  a  
g e n e r a l  p r o t e a s e .  O f  t h e s e ,  a l k a l i n e  p r o t e a s e  a n d  
e l a s t a s e  h a v e  b e e n  t h e  m o s t  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d .  Some 
p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  e n z y m e s  a r e  s h o w n  i n  
T a b l e  2 .
F r e q u e n c y  o f  p r o d u c t i o n  o f  a l k a l i n e  p r o t e a s e  a n d  
e l a s t a s e  b y  c l i n i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  i s o l a t e s  o f
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P .  a e r u g i n o s a  h a s  b e e n  s t u d i e d  b y  a  n u m b e r  o f  w o r k e r s  
( H e d b u r g  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  J a n d a  & B o t t o n e ,  1 9 8 1 ;  N i c a c s  & 
I g l e w s k i ,  1 9 8 6 ) .  T h e s e  s t u d i e s  f o u n d  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  i n  e n z y m e  p r o d u c t i o n  b y  i s o l a t e s .
P r o t e a s e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  p r o m o t e  t i s s u e  n e c r o s i s  
a n d  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  n a t u r a l  a r c h i t e c t u r e  o f  t i s s u e  
( Y o u n g ,  1 9 8 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  t h e y  e n h a n c e  b a c t e r i a l  p r o ­
l i f e r a t i o n  a n d  i n v a s i o n  p r o b a b l y  b y  s u p p l y i n g  t h e  c e l l  
w i t h  s m a l l  n u t r i e n t  p e p t i d e s  a s  a  r e s u l t  o f  t h e i r  a c t i o n  
( S o k a t c h ,  1 9 6 9 ;  C i c m a n e c  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .
S i n c e  t h e  tw o  m a j o r  P .  a e r u g i n o s a  p r o t e a s e s  h a v e  
d i f f e r e n t  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t i e s ,  t h e i r  p a t h o g e n i c  
s i g n i f i c a n c e  i s  c l e a r l y  d e t e r m i n e d  b y  t h e  t y p e  o f  t i s s u e  
p r o t e i n  i n  t h e  i m m e d i a t e  e n v i r o n m e n t .  F o r  e x a m p l e ,  t h e  
l u n g  i s  r i c h  i n  e l a s t i n  a n d  t h e  i m p o r t a n c e  o f  e l a s t a s e  i n  
a c u t e  l u n g  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a  g u i n e a  
p i g  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n  m o d e l  ( B l a c k w o o d  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
F u r t h e r m o r e ,  a  s t r a i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  w h i c h  
e l a b o r a t e d  a  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  e l a s t a s e  w a s  m a r k e d l y  
l e s s  v i r u l e n t  t h a n  t h e  p a r e n t a l  s t r a i n .  M o re  r e c e n t l y ,  
H a m d a o u i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  s u g g e s t e d  t h a t  P .  a e r u g i n o s a  
e l a s t a s e  h a d  a  h i g h  s p e c i f i c i t y  f o r  h u m an  l u n g  e l a s t i n .
A c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  p r o d u c t i o n  o f  a l k a l i n e  
p r o t e a s e s  b y  s t r a i n s  a n d  c o r n e a l  d a m a g e  w a s  s h o w n  b y  Howe 
a n d  I g l e w s k i  ( 1 9 8 4 ) .  A s t r a i n  t h a t  h a d  l o s t  t h e  a b i l i t y  
t o  e l a b o r a t e  a l k a l i n e  p r o t e a s e  w a s  u n a b l e  t o  d a m a g e  
c o r n e a l  t i s s u e .  P r o t e a s e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  may a l s o  
i n t e r f e r e  w i t h  h o s t  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  t h r o u g h  t h e
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i n a c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  f a c t o r s  ( S c h u l t z  & M i l l e r ,  
1 9 7 4 ) ,  c l e a v a g e  o f  Ig G  ( H o l d e r  & W h e e l e r ,  1 9 8 4 )  a n d  
i n h i b i t i o n  o f  n e u t r o p h i l  c h e m o t a x i s  ( K h a r a z m i  e t  a l . ,  
1 9 8 4 a ) .  F u r t h e r m o r e ,  a l k a l i n e  p r o t e a s e  a n d  e l a s t a s e  
i m p e d e  p h a g o c y t o s i s  o f  b a c t e r i a  b y  i n h i b i t i n g  
m y e l o p e r o x i d a s e  f u n c t i o n  o f  t h e  n e u t r o p h i l s  ( K h a r a z m i ,  e t  
a l . ,  1 9 8 4 b ) .  M o re  r e c e n t l y ,  P e d e r s e n  a n d  K h a r a z m i  ( 1 9 8 7 )  
h a v e  s h o w n  t h a t  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  i n h i b i t  t h e  
c y t o t o x i c  a c t i v i t y  o f  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  n a t u r a l  
k i l l e r  (NK) c e l l s ,  w h i c h  p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  im m une 
s u r v e i l l a n c e  a g a i n s t  t u m o u r  c e l l s  a n d  v i r a l  i n f e c t i o n s  
( P e d e r s e n ,  1 9 8 5 ) .
C y t o t o k i n e s  s u c h  a s  I L - 1  a n d  I L - 2  p l a y  a n  e s s e n t i a l  
r o l e  i n  t h e  i n d u c t i o n  a n d  r e g u l a t i o n  o f  t h e  im m une 
r e s p o n s e .  P r o t e a s e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  c a n  c l e a v e  I L - 2  
w h i c h  w i l l  t h e n  f a i l  t o  b i n d  t o  I L - 2  r e c e p t o r s  o n  
s t i m u l a t e d  l y m p h o c y t e s  ( T h e a n d e r  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .
F i b r o n e c t i n  i s  a  g l y c o p r o t e i n  w h i c h  f o r m s  t h e  
s u p p o r t i v e  f r a m e w o r k  o f  i n t e r s t i t i a l  s p a c e s ,  b a s e m e n t  
m e m b r a n e  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e .  G r a m - n e g a t i v e  o r g a n i s m s ,  
i n c l u d i n g  P .  a e r u g i n o s a ,  d o  n o t  b i n d  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  
w i t h  f i b r o n e c t i n  o n  t h e i r  s u r f a c e ,  b u t  d o  a t t a c h  r e a d i l y  
t o  c e l l s  r e l a t i v e l y  d e v o i d  o f  s u r f a c e  f i b r o n e c t i n  
( A b r a h a m  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  W oods e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  P r o t e a s e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p r o m o t e  t h e  a d h e r e n c e  o f  
t h e s e  o r g a n i s m s  t o  b u c c a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  b y  d e g r a d i n g  
t h e  f i b r o n e c t i n  l a y e r  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e  (W oods  e t  a l . ,  
1 9 8 0 b ;  W oods e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .
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A t  p r e s e n t ,  v e r y  l i t t l e  i s  k n o w n  a b o u t  t h e  
r e g u l a t i o n  a n d  s t r u c t u r e  o f  b o t h  e l a s t a s e  a n d  a l k a l i n e  
p r o t e a s e  g e n e s .  S c h a d  e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  r e p o r t e d  t h a t  o n e  
o f  tw o  c l o n e d  g e n e s  w a s  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e  f o r  
P .  a e r u g i n o s a  e l a s t a s e  a n d  t h i s  g e n e  e n c o d e d  t h e  p r o d u c t ­
i o n  o f  e l a s t a s e  a n t i g e n  a n d  a c t i v i t y  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i . 
H o w e v e r ,  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  s e c o n d  g e n e  w a s  n o t  
i d e n t i f i e d .
M o re  r e c e n t l y ,  G u z z o  e t  a l . ,  ( 1 9 9 0 )  c l o n e d  t h e  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  s t r u c t u r a l  g e n e  ( a p r ) w h i c h  w h e n  
e x p r e s s e d  i n  E s c h e r i c h i a  c o l i  c a u s e d  a c t i v e  a l k a l i n e  
p r o t e a s e  t o  b e  s y n t h e s i z e d  a n d  s e c r e t e d  i n t o  t h e  m e d iu m .
C y t o t o x i n  ( L e u c o c i d i n )
L e u c o c i d i n ,  a  t o x i c  p r o t e i n  c a p a b l e  o f  d e s t r o y i n g  
l e u c o c y t e s  f r o m  m a n ,  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  i n  P .  a e r u g i n o s a  
b y  S c h a r m a n n  ( 1 9 7 6 a ) .  L u t z  ( 1 9 7 9 )  f u r t h e r  p u r i f i e d  t h i s  
p r o t e i n  a n d  r e n a m e d  i t  c y t o t o x i n  b e c a u s e  o f  i t s  d e s t ­
r u c t i v e  e f f e c t  o n  m o s t  e u c a r y o t i c  c e l l s  s t u d i e d  i n  v i t r o  
a n d  i n  v i v o  ( L u t z  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  H a y a s h i  e t  a l . ,  1 9 8 9 ) .
C y t o t o x i n  i s  p r o d u c e d  a s  a  c e l l - a s s o c i a t e d  i n a c t i v e  
p r e c u r s o r  ( p r o c y t o t o x i n ) , w h i c h  i s  n o t  s e c r e t e d  e x t r a -  
c e l l u l a r l y .  I t  i s  r e l e a s e d  b y  t h e  a c t i o n  o f  p r o t e a s e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  c e l l  l y s i s  ( S c h a r m a n n ,  1 9 7 6 a ) .  H a y a s h i  
a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 9 )  d e t e r m i n e d  t h e  N -  a n d  C -  t e r m i n a l  
a m i n o  a c i d  s e q u e n c e s  o f  t h e  p u r i f i e d  a c t i v e  t o x i n  (MW 31 
k d )  a n d  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o c y t o t o x i n  w a s  c o n v e r t e d  i n t o  
t h e  a c t i v e  f o r m  b y  p r o t e o l y t i c  r e m o v a l  ( t r y p s i n  t r e a t ­
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m e n t )  o f  20 a m i n o - a c i d  r e s i d u e s  f r o m  t h e  C t e r m i n a l  e n d .  
A s i m i l a r  a c t i v a t i o n  m e c h a n i s m  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  
a e r o l y s i n ,  a  c y t o l y t i c  t o x i n  o f  A e r o m o n a s  h y d r o p h i l a  
( H o w a rd  & B u c k l y ,  1 9 8 5 ) .
H i r a y a m a  a n d  K a t o  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  c y t o t o x i n  
a c t s  o n  t h e  c e l l  m e m b r a n e  ( w i t h o u t  c a u s i n g  l y s i s )  b y  
a l t e r i n g  i t s  p h o s p h o l i p i d  c o m p o s i t i o n  a n d  i n d u c i n g  a n  
i n f l u x  o f  C a ++. T h i s  i n  t u r n  r e s u l t s  i n  p h o s p h o r y l a t i o n  
o f  l y s o s o m a l  m e m b r a n e  p r o t e i n s  a n d  l e a k a g e  o f  l y s o s o m a l  
c o n t e n t  i n t o  t h e  c y t o s o l .
A t  l e a s t  tw o  t y p e s  o f  p s e u d o m o n a s  c y t o t o x i n  e x i s t ,  
w i t h  r e s p e c t i v e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a r o u n d  25  a n d  42 K d. 
T h e  lo w  m o l e c u l a r  w e i g h t  (LMW) c y t o t o x i n  ( S c h a r m a n n ,  
1 9 7 6 a ;  L u t z ,  1 9 7 9 )  d i f f e r s  s i g n i f i c a n t l y  i n  a m i n o  a c i d  
c o m p o n e n t s  f r o m  t h e  h i g h  m o l e c u l a r  w e i g h t  (HMW) c o m p o u n d  
p u r i f i e d  b y  H i r a y a m a  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 3 ) .  B o t h  t o x i n s  
g i v e  r i s e  t o  t h e  s a m e  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  i n  r a b b i t  
l e u c o c y t e s .
U n t i l  r e c e n t l y ,  t h e  p r o d u c t i o n  o f  c y t o t o x i n  w a s  
t h o u g h t  t o  b e  l i m i t e d  t o  a  s m a l l  n u m b e r  ( 3 .6 % )  o f  
P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s  ( S c h a r m a n n ,  1 9 7 6 a ) .  H o w e v e r ,  
B a l t c h  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 8 7 )  f o u n d  t h a t  a l l  o f  50 
c l i n i c a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  P .  a e r u g i n o s a  i s o l a t e s  t e s t e d  
p r o d u c e d  c y t o t o x i n .  T h i s  i s  s u p p o r t e d  b y  t h e  s u r v e y  o f  
Homma e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 ) ,  who f o u n d  9 6 .7 %  o f  P .  a e r u g i n o s a  t o  
p r o d u c e  t h e  t o x i n .  C y t o t o x i n  i s  a n t i g e n i c  a n d  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  a n t i b o d i e s  c a n  b e  d e t e c t e d  i n  s e r a .  I t  i s  
n o t  k n o w n  w h e t h e r  t h e  a n t i b o d i e s  n e u t r a l i z e  t o x i n s .
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U s i n g  a n  E L IS A , Homma e t  a l . ,  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  t h a t  
p a t i e n t s  w ho w e r e  p e r s i s t e n t l y  i n f e c t e d  w i t h  
P .  a e r u g i n o s a  h a d  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  a n t i - c y t o t o x i n  
t i t r e s  t h a n  t h o s e  w ho w e r e  n o t  i n f e c t e d .
L e u c o p e n i a  a n d  t i s s u e  n e u t r o p e n i a  i n  i n f e c t e d  
n e c r o t i c  l e s i o n s ,  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  s e r i o u s  
P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s  ( F o l e y  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  M o n c r i e f  & 
T e p l i t z ,  1 9 6 4 ;  T e p l i t z ,  1 9 6 5 ) .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  
n e u t r o p e n i a  c h a r a c t e r i s t i c  o f  p s e u d o m o n a l  s e p s i s  i s  a  
r e s u l t  o f  t h e  a c t i o n  o f  t h i s  t o x i n .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  
c y t o t o x i n  i n  p a t h o g e n e s i s  o f  P .  a e r u g i n o s a  t h e r e f o r e  
n e e d s  t o  b e  a d d r e s s e d ,  s i n c e  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  
a r e  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  t h e  h o s t  d e f e n c e  m e c h a n i s m s  
a g a i n s t  i n f e c t i o n .
A t  p r e s e n t ,  t h e r e  i s  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  o n  t h e  
s t r u c t u r e  a n d  g e n e t i c s  o f  P .  a e r u g i n o s a  c y t o t o x i n .  
H a y a s h i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 9 )  s u c c e s s f u l l y  c l o n e d  t h e  c y t o t o x i n  
g e n e  ( c t x ) f r o m  a  s t r a i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  1 5 8 ,  b u t  f a i l e d  
t o  e x p r e s s  i t  i n  b o t h  E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  a  c y t o t o x i n  
n o n - p r o d u c i n g  s t r a i n  o f  P .  a e r u g i n o s a .
H o w e v e r ,  m o r e  r e c e n t l y ,  H a y a s h i  a n d  T e r a w a k i  ( 1 9 9 1 )  
i s o l a t e d  a  l y s o g e n i c  p h a g e  i n  t h e  s a m e  s t r a i n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  1 5 8 ,  w h i c h  c a r r i e d  t h e  g e n e  f o r  c y t o t o x i n  
p r o d u c t i o n .  T h i s  i s  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  t h e  p h a g e  c o n ­
v e r s i o n  o f  t o x i n  p r o d u c t i o n  i n  t h e  g e n u s  P s e u d o m o n a s .
H a e m o l v s i n s
P .  a e r u g i n o s a  p r o d u c e s  tw o  d i s t i n c t  h a e m o l y s i n s :  a
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h e a t - l a b i l e  e n z y m e ,  p h o s p h o l i p a s e  C ( E s s e l m a n n  & L i u ,  
1 9 6 1 )  a n d  a  h e a t - s t a b l e  r h a m n o l i p i d  ( S i e r r a ,  1 9 6 0 ) .  O f 
t h e s e ,  p h o s p h o l i p a s e  C (PLC) h a s  b e e n  t h e  b e t t e r  
c h a r a c t e r i z e d .
PLC i s  a  s i n g l e - c h a i n  p o l y p e p t i d e  w i t h  a  m o l e c u l a r  
w e i g h t  a r o u n d  78  Kd a n d  a n  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  5 . 5  
( B e r k a  & V a s i l ,  1 9 8 2 ) .  T h e  e n z y m e  l a c k s  s u g a r s  a n d  
l i p i d s ,  b u t  i t  c o n t a i n s  tw o  u n u s u a l  a m i n o  a c i d s ,  h y d r o x y -  
p r o l i n e  a n d  o r n i t h i n e .  F u r t h e r m o r e ,  u n l i k e  m any  e x c r e t e d  
p r o t e i n s ,  i t  l a c k s  c y s t e i n e .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  PLC i s  
r e g u l a t e d  b y  i n o r g a n i c  p h o s p h a t e  ( S t i n s o n  & H a y d e n ,
1 9 7 9 ) .  T h e  e n z y m e  g i v e s  r i s e  t o  a n  o p a c i t y  a r o u n d  t h e  
g r o w t h  o n  e g g  y o l k  a g a r  ( E s s e l m a n n  & L i u ,  1 9 6 1 ) .
T h e  s t r u c t u r a l  g e n e  e n c o d i n g  PLC, p l c S , h a s  b e e n  
c l o n e d  a n d  s e q u e n c e d  ( V a s i l  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  P r i t c h a r d  & 
V a s i l ,  1 9 8 6 )  a n d  i s  p a r t  o f  a  t h r e e - g e n e  o p e r o n .
PLC h a s  a  l i m i t e d  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y ,  p r e f e r ­
e n t i a l l y  a c t i n g  o n  p h o s p h o l i p i d s  c o n t a i n i n g  q u a t e r n a r y  
am m onium  g r o u p s ,  s u c h  a s  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  l y s o p h o s -  
p h a t i d y l c h o l i n e  a n d  s p h i n g o m y e l i n  ( V a s i l  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  
PLC c a t a l y z e s  t h e  h y d r o l y s i s  o f  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e ,  
y i e l d i n g  p h o s p h o r y l c h o l i n e  a n d  d i a c y l g l y c e r o l  ( K u r i o k a  & 
L i u ,  1 9 6 7 ) .  T h e s e  p h o s p h o l i p i d s  a r e  a b u n d a n t  i n  e u c a r y o -  
t i c  c e l l  m e m b r a n e s  b u t  r a r e  i n  p r o c a r y o t i c  m e m b r a n e s .
S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  i m p l i c a t e d  t h e  h a e m o l y s i n s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i n  p a t h o g e n e s i s .  T h e  p r o d u c t i o n  o f  PLC may 
c o n t r i b u t e  t o  t h e  v i r u l e n c e  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  l u n g  
w h e r e  p h o s p h a t i d y l c h o l i n e  i s  t h e  m a j o r  p h o s p h o l i p i d
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c o m p o n e n t  (75% ) o f  l u n g  s u r f a c t a n t .  L i u  ( 1 9 7 9 )  s h o w e d  
t h a t  b r o n c h i a l  w a s h i n g s  a l o n e  s u p p o r t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  
PLC b y  P .  a e r u g i n o s a  s u g g e s t i n g  t h a t  t h i s  e n z y m e  i s  
p r o d u c e d  i n  v i v o .  S o u t h e r n  e t  a l . ,  ( 1 9 7 0 )  f o u n d  t h a t  
c l i n i c a l  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w h i c h  p r o d u c e d  t h e  
h i g h e s t  a m o u n t s  o f  PLC w e r e  p o o r l y  c l e a r e d  f r o m  t h e  l u n g .  
I n  c o n t r a s t ,  s t r a i n s  p r o d u c i n g  r e l a t i v e l y  l o w  a m o u n t s  o f  
PLC w e r e  c l e a r e d  m o r e  r a p i d l y  a n d  d i d  n o t  m u l t i p l y  i n  t h e  
l u n g .  T h e y  c o n c l u d e d  t h a t  PLC may b e  i m p o r t a n t  i n  
e s t a b l i s h i n g  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n s  b y  p r o v i d i n g  n u t r i e n t s  
f o r  e a r l y  g r o w t h  o f  b a c t e r i a  f r o m  p h o s p h o l i p i d s  i n  
s u r f a c t a n t .  G r a n s t r o m  a n d  c o - w o r k e r s  ( 1 9 8 4 )  r e p o r t e d  
t h a t  a l l  p a t i e n t s  w i t h  CF i n f e c t e d  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  
p r o d u c e d  a n t i b o d y  a g a i n s t  PLC a n d  t h a t  t h e  t i t r e  o f  a n t i -  
PLC a n t i b o d i e s  c o r r e l a t e d  w i t h  c h r o n i c  c o l o n i z a t i o n .
T h e  h e a t - s t a b l e  r h a m n o l i p i d  i s  p r o d u c e d  b y  a b o u t  80% 
o f  c l i n i c a l  i s o l a t e s ,  d u r i n g  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  o f  t h e  
g r o w t h  c y c l e  ( L o r y  & T a i ,  1 9 8 5 ) ,  a n d  c o n s i s t s  o f  r h a m n o s e  
a n d  b e t a - h y d e o x y d e c a n o i c  a c i d  (S h a w ,  1 9 7 0 ) .  I t  h a s  a  
m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  660  d a l t o n s ,  i s  a m p h i p h i l i c  a n d  
a g g r e g a t e s  i n t o  m i c e l l e s  ( J o h n s o n  & B o e s e - M a r r a z z o , 1 9 8 0 ) .  
I t  a c t s  p r i m a r i l y  b y  s o l u b i l i z i n g  l i p i d s  a n d  m e m b r a n e s  
d u e  t o  a  d e t e r g e n t - l i k e  m e c h a n i s m s  ( K u r i o k a  & L i u ,  1 9 6 7 ) .  
T h e  h a e m o l y t i c  a b i l i t y  o f  r h a m n o l i p i d  a p p e a r s  t o  b e  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  i n s e r t i o n  o f  t h e  tw o  a p o l a r  f a t t y  
a c i d  r e s i d u e s  i n t o  t h e  p h o s p h o l i p i d  b i l a y e r  o f  c e l l  
m e m b r a n e s  ( S i e r r a ,  1 9 6 0 ) .  T h e  t o x i c i t y  o f  r h a m n o l i p i d  
c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  t o x i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  i s  r e l a t i v e l y
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l o w  ( L i u ,  1 9 7 4 ) ,  n e v e r t h e l e s s  i t  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
i n a c t i v a t e  t r a c h e a l  c i l i a r y  a x o n e m e s  ( H i n g l e y  e t  a l . ,
1 9 8 6 ) .  K o w n a t z k i  e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  r h a m n o l i p i d  (> 1 p .g /m l  o f  s p u t u m )  c o r r e ­
l a t e d  w i t h  a  p o o r e r  c l i n i c a l  s t a t e .  M o re  r e c e n t l y ,  K o n i g  
e t  a l . ,  ( 1 9 9 2 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  g l y c o l i p i d  o f  
P .  a e r u g i n o s a  a c t i v a t e s  h u m an  p l a t e l e t s ,  w h i c h  i n  t u r n  
r e l e a s e  i n f l a m m a t o r y  m e d i a t o r s ,  s u c h  a s  s e r o t o n i n  a n d  1 2 -  
h y d r o x y e i c o s a t e t r a e n o i c  a c i d  ( 1 2 - H E T E ) .  T h e  l a t t e r  
p r o d u c t  i s  a  p o t e n t  c h e m o t a c t i c  c o m p o n e n t  f o r  n e u t r o p h i l s  
a n d  may m e d i a t e  l e u k o c y t e  d i a p e d e s i s  t h r o u g h  t h e  v a s c u l a r  
e n d o t h e l i u m  ( G o e t z l  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .
M i s c e l l a n e o u s  e n z y m e s
Many o t h e r  e x t r a c e l l u l a r  e n z y m e s  w h i c h  a r e  p r o d u c e d  
b y  P .  a e r u g i n o s a  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e .  
T h e s e  i n c l u d e  e n t e r o t o x i n  ( K u b o t a  & L i u ,  1 9 7 1 ) ,  c o l l a -  
g e n a s e  ( D i e n e r  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  f i b r i n o l y s i n  (R a n g a m  e t  
a l . ,  1 9 6 1 )  s t a p h y l o l y t i c  e n z y m e  ( W r e t l i n d  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  
d e o x y r i b o n u c l e a s e  ( W r e t l i n d  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  e s t e r a s e  
( W r e t l i n d  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) ,  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  (H ou  e t  
a l . ,  1 9 6 6 )  a n d  n e u r a m i n i d a s e  ( L e p r a t ,  1 9 8 0 ) .
P v o c v a n i n
P y o c y a n i n  i s  a  u n i q u e ,  p h e n a z i n e  p i g m e n t  p r o d u c e d  b y  
t h e  m a j o r i t y  o f  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a .  T h i s  
p i g m e n t  w a s  f i r s t  i m p l i c a t e d  a s  a  p a t h o g e n i c  f a c t o r  b y  
C r u i c k s h a n k  a n d  L o w b u ry  ( 1 9 5 3 ) ,  who r e p o r t e d  i t s  t o x i c  
e f f e c t  o n  s k i n  c e l l s  a n d  l e u k o c y t e s  c u l t u r e s .  A r m s t r o n g
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e t  a l . ,  ( 1 9 7 1 )  l a t e r  d e m o n s t r a t e d  t h a t  r e s p i r a t i o n  o f  
m o u s e  l i v e r  m i t o c h o n d r i a  w a s  i n h i b i t e d  b y  p y o c y a n i n .
M o re  r e c e n t l y ,  p y o c y a n i n  ( a n d  i t s  p r e c u r s o r ,
1 - h y d r o x y p h e n a z i n e )  h a s  b e e n  s h o w n  b y  W i l s o n  e t  a l . ,  
(1987) t o  r e d u c e  t h e  c i l i a r y  b e a t  o f  c i l i a t e d  r e s p i r a t o r y  
e p i t h e l i a  f r e q u e n c y  a n d  c a u s e d  d y s k i n e s i a  ( i m p a i r m e n t  o f  
m o v e m e n t )  o f  e x p l a n t e d  n a s a l  c i l i a .  T h e  p i g m e n t  i s  
p r o d u c e d  i n  v i v o  i n  r e s p i r a t o r y  i n f e c t i o n s  a n d  p r o b a b l y  
c o n t r i b u t e s  t o  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  s p u t u m  f o r  r e s p i r a t o r y  
e p i t h e l i u m  ( W i l s o n  e t  a l . , 1988). F u r t h e r m o r e ,  S h e l l i t o  
e t  a l . ,  (1992) f o u n d  t h a t  a d d i t i o n  o f  p y o c y a n i n  t o  
c u l t u r e s  o f  m u r i n e  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  i n h i b i t e d  t h e  
c a p a c i t y  o f  t h e s e  c e l l s  t o  p r o d u c e  r e a c t i v e  n i t r o g e n  
i n t e r m e d i a t e s  ( R N I ) .  RNI a r e  i m p o r t a n t  i n  m a c r o p h a g e  
a n t i m i c r o b i a l  f u n c t i o n s  d i r e c t e d  a g a i n s t  m y c o b a c t e r i a ,  
f u n g i ,  p r o t o z o a  a n d  so m e  b a c t e r i a  ( M o n c a d a ,  1989; S t u e h r  
& N a t h a n ,  1989). H o w e v e r ,  t h e s e  w o r k e r s  f o u n d  n o  
a l t e r a t i o n  i n  m a c r o p h a g e  c e l l  v i a b i l i t y  o r  p r o d u c t i o n  o f  
o t h e r  m a c r o p h a g e  p r o d u c t s  s u c h  a s  t u m o r  n e c r o s i s  f a c t o r  
( TN F) .
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Aim o f  t h e  i n v e s t i g a t i o n
T h i s  s t u d y  s e t s  o u t  t o  e x a m i n e  w h e t h e r  P s e u d o m o n a s  
a e r u g i n o s a  f r o m  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  a r e  s i m i l a r  i n  d i s e a s e  
- p r o d u c i n g  p o t e n t i a l  t o  i s o l a t e s  f r o m  n o n - l e u k a e m i c  p a t ­
i e n t s .  T h e  p o t e n t i a l  o f  t h e  b a c t e r i a  t o  c a u s e  d i s e a s e  
w i l l  b e  m e a s u r e d  b y  t h e  e x p r e s s i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  
v i r u l e n c e  f a c t o r s  i n c l u d i n g  p r o t e a s e s ,  e x o t o x i n  A, 
h a e m o l y s i n  a n d  c y t o t o x i n .
W h e re  n e c e s s a r y ,  m e t h o d s  w i l l  b e  d e v e l o p e d  f o r  t h e  
s p e c i f i c  m e a s u r e m e n t  o f  e n z y m e s  a n d  t o x i n s  a n d  t h e  
e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  w h i c h  i n f l u e n c e  t h e i r  p r o d u c t i o n  
w i l l  b e  d e t e r m i n e d .  A t t e m p t s  w i l l  b e  m a d e  t o  p u r i f y  
s p e c i f i c  e n z y m e s  a n d  a s s e s s  t h e i r  s p e c i f i c i t y  a n d  a c t i o n  
o n  d i f f e r e n t  s u b s t r a t e s  i n c l u d i n g  i m m u n o g l o b u l i n s ,  
c o m p l e m e n t  a n d  s u r f a c e  m u c o s a l  p r o t e i n s .
A t t e m p t s  w i l l  b e  m a d e  t o  c o r r e l a t e  t h e  c l i n i c a l  
s o u r c e  o f  i s o l a t e s  w i t h  t h e i r  e x o e n z y m e  p r o f i l e  a n d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e s e  f a c t o r s .
T h e  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  o f  i s o l a t e s  f o r  p o l y m o r p h o ­
n u c l e a r  c e l l s  w i l l  b e  a s s e s s e d  a n d  t h e  r o l e  o f  c y t o t o x i n  
i n  l e u c o c y t e  d e s t r u c t i o n  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d .
I t  i s  h o p e d  t h a t  t h e  s t u d y  w i l l  g i v e  a n  i n s i g h t  i n t o  
t h e  i n t e r a c t i o n  a n d  e x p r e s s i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  f a c t o r s  
a n d  t h e i r  p o t e n t i a l  t o  a g g r a v a t e  t h e  c l i n i c a l  c o u r s e  o f  
p a t i e n t s  w i t h  l e u k a e m i a .
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MATERIALS AND METHODS
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C h e m i c a l s ,  m e d i a  a n d  s o l u t i o n s
C h e m i c a l s
A l l  c h e m i c a l s  w e r e  o f  A n a l a r  g r a d e  a n d  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  BDH, u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  C o n t r o l  o f  S u b s t a n c e s  
H a z a r d o u s  t o  H e a l t h  (COSHH) r e g u l a t i o n s  w e r e  f o l l o w e d  
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t s .
C u l t u r e  m e d i a  a n d  d i l u e n t s
A l l  m e d i a ,  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  O x o i d  a n d  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  m a n u f a c t u r e r s  
i n s t r u c t i o n s  i n  t h e  M e d ia  D e p a r t m e n t  a t  t h e  R o y a l  F r e e  
H o s p i t a l .  A l l  w e r e  s t e r i l i z e d  a t  121°C  f o r  15 m i n .  
Ammonium s a l t  s u g a r s  f o r  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D i f c o  L a b o r a t o r i e s .
K i n g s  A a g a r  f o r  p y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y
m i x i n g  p e p t o n e  ( 2 0 g ) ,  p o t a s s i u m  s u l p h a t e  ( 1 0 g ) ,  m a g n e s i u m  
c h l o r i d e  ( 1 . 4 g ) ,  a g a r  ( 2 0 g ) ,  g l y c e r o l  (1 0  m l )  i n  a  l i t r e  
o f  d i s t i l l e d  w a t e r ;  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 2  p r i o r  t o
s t e r i l i z a t i o n .
P h a g e  t y p i n g  a g a r  w a s  a s  f o l l o w s :  N u t r i e n t  b r o t h  N o . 2 
( 2 0 g ) ,  s o d i u m  c h l o r i d e  ( 5 g ) ,  a g a r  ( 7 g )  i n  1 l i t r e  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r .  F o l l o w i n g  s t e r i l i z a t i o n ,  11 m l  c a l c i u m  
c h l o r i d e  (1M) w a s  a d d e d .
B a c t o p e p t o n e  w a s  o b t a i n e d  i n  p o w d e r  f o r m  f r o m  D i f c o
L a b o r a t o r i e s .
10% M i l k  c a s e i n  a g a r  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  5 0 g  o f  
s k im m e d  m i l k  p o w d e r  i n  5 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  F i f t y  
m l  a l i q u o t s  w e r e  d i s t r i b u t e d  i n  s c r e w - c a p p e d  b o t t l e s  a n d  
s t e r i l i z e d .  O ne h u n d r e d  m l  v o l u m e s  o f  2 .5 %  ( w / v )  a g a r  i n
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d i s t i l l e d  w a t e r  w e r e  d i s t r i b u t e d  a n d  s t e r i l i z e d .  F o r  t h e  
c o m p l e t e  m e d iu m ,  100  m l o f  a g a r  w a s  m i x e d  g e n t l y  w i t h  
50 m l  o f  t h e  s k im m e d  m i l k  s o l u t i o n  a n d  p o u r e d  i n t o  
p l a t e s .
1% M i l k  c a s e i n  a g a r  w a s  1 .5%  ( w / v )  a g a r  d i s s o l v e d  i n  
1 0 0  m l o f  p h o s p h a t e  b u f f e r  s a l i n e ( P B S )  a n d  90  m l o f  t h i s  
w a s  a d d e d  t o  10 m l o f  s k im m e d  m i l k  s o l u t i o n  (10% w / v ) .  
T e n  m l  v o l u m e  p l a t e s  w e r e  p o u r e d .
T w ee n  20 a n d  T w ee n  80  a g a r  w a s  p e p t o n e  ( 1 0 g ) ,  s o d i u m  
c h l o r i d e  ( 5 g ) ,  c a l c i u m  c h l o r i d e  ( 0 . 1 g ) ,  a g a r  ( 1 3 g )  i n  1 
l i t r e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  T w e e n  20 o r  80 w e r e  s t e r i l i z e d  
s e p a r a t e l y  a n d  10 m l  o f  e i t h e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  b a s a l  
m e d iu m  p r i o r  t o  p o u r i n g  i n t o  p e t r i  d i s h e s .
N u t r i e n t  g e l a t i n  w a s  g e l a t i n  ( 1 2 0 g )  i n  1 l i t r e  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  m i x t u r e  w a s  h e a t e d  t o  d i s s o l v e  t h e  
g e l a t i n  a n d  b e e f  e x t r a c t  ( 3 g )  a n d  p e p t o n e  ( 5 g )  w e r e  a d d e d  
a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 0 .
E l a s t i n  a g a r  w a s  n u t r i e n t  b r o t h  N o . 2 ( 1 3 g ) ,  a g a r  ( 2 0 g ) ,  
e l a s t i n  ( 3 g )  i n  0 .0 3 M  T r i s  ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o  m e t h a n e  
b u f f e r  pH 8 . 0 .  A f t e r  s t e r i l i z a t i o n ,  15 m l v o l u m e  p l a t e s  
w e r e  p r e p a r e d .
E l a s t a s e  l i g u i d  m e d iu m  c o n t a i n e d  5% ( w / v )  B a c t o p e p t o n e  
a n d  0 .2 5 %  ( w / v )  t r y p t i c a s e  s o y  b r o t h  ( B B L ) . T h e  m e d iu m  
w a s  d i s p e n s e d  i n  2 m l  a n d  18  m l v o l u m e s  i n  g l a s s  
u n i v e r s a l s  a n d  2 5 0  m l f l a s k s  r e s p e c t i v e l y  a n d  s t e r i l i z e d .  
E x o t o x i n  A m ed iu m  w a s  t r y p t i c a s e  s o y  b r o t h  (BBL) ( 3 0 g )  
a n d  C h e l e x  100  ( B i o - R a d )  1 0g  i n  100  m l  o f  d i s t i l l e d  
w a t e r .  T h e  m i x t u r e  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  1 l i t r e  o f
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d i s t i l l e d  w a t e r  o v e r n i g h t  a t  4 °C . T h e  c o n t e n t s  o f  t h e  
d i a l y s i s  s a c k  w e r e  d i s c a r d e d  a n d  t h e  d i a l y s a t e  w a s  
a d j u s t e d  t o  1 l i t r e  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  s t e r i l i z e d .  
F i l t e r - s t e r i l i z e d  s t o c k s  o f  2 .  5M m o n o s o d iu m  g l u t a m a t e  
( 4 2 . 3 g / 1 0 0  m l)  a n d  50% ( v / v )  g l y c e r o l  (BDH) w e r e
p r e p a r e d .  P r i o r  t o  u s e ,  60 m l  o f  t h e  m e d iu m  w a s  r e m o v e d  
a s e p t i c a l l y  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  40 m l o f  2 .  5M m o n o s o d ­
iu m  g l u t a m a t e  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  0 .1 M )  a n d  20 m l o f  50% 
g l y c e r o l  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  1% ).
E g g  y o l k  a g a r . F i f t y  m l o f  e g g  y o l k  e m u l s i o n  ( O x o i d  SR 
4 7 )  w a s  m i x e d  w i t h  500  m l o f  n u t r i e n t  a g a r  a t  50°C  a n d  
p o u r e d  i n t o  p l a t e s .
p - n i t r o p h e n v l  p h o s p h o r v c h o l i n e  ( N P P C ) . T h e  NPPC
s u b s t r a t e  f o r  p h o s p h o l i p a s e  C a c t i v i t y  w a s  p r e p a r e d  b y  
m i x i n g  250mM T r i s  ( h y d r o x y m e t h y l ) w i t h  60% g l y c e r o l  
( v / v ) ,  1 . OmM z i n c  c h l o r i d e  a n d  1 OmM NPPC ( S i g m a ) .  
T r y p t o s e  m i n i m a l  m e d iu m  (TMM) w a s  p r e p a r e d  a s  f o l l o w s : 
T r i s  ( 1 4 . 5 2 g ) ,  t r y p t o s e  ( D i f c o )  ( 1 g ) ,  am m onium  s u l p h a t e  
( 2 . 6 4 g ) ,  p o t a s s i u m  c h l o r i d e  ( 0 . 7 4 g ) ,  c a l c i u m  c h l o r i d e  
( 0 . 1 8 g ) a n d  g l u c o s e  ( 9 g )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  1 l i t r e  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  m ed iu m  w a s  d i s p e n s e d  i n  5 m l 
v o l u m e s  i n  b i j o u x  b o t t l e s  a n d  s t e r i l i z e d .
I s o t o n i c  am m onium  c h l o r i d e  w a s  p r e p a r e d  b y  a d d i n g  
am m onium  c h l o r i d e  ( 8 . 3 2 g )  a n d  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  
( 0 . 8 4 g )  t o  1 l i t r e  o f  p y r o g e n  f r e e  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r  ( T r a v e n o l ) .
H a n k ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  (HBSS) w a s  f r e e  o f  
c a l c i u m ,  m a g n e s i u m ,  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  a n d  p h e n o l  r e d  a n d
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B u f f e r s
P r o t e a s e  a s s a y  b u f f e r  c o n s i s t e d  o f  50mM p o t a s s i u m  
c h l o r i d e  ( 0 . 4 8 g ) ,  4mM m a g n e s i u m  s u l p h a t e  ( 0 . 4 8 g ) ,  1mM 
d i t h i o t h r e i t o l  ( 0 . 1 5 g )  a n d  0.5mM e t h y l e n e d i a m i n e -  
t e t r a a c e t i c  a c i d  EDTA, ( 0 . 1 8 6 g )  d i s s o l v e d  i n  1 l i t r e  o f  
20Mm T r i s - H C l  ( 2 . 4 2 g ) ,  pH 8 . 0 .
E l a s t a s e  a s s a y  -  r e a c t i o n  b u f f e r  w a s  0 .1 M  T r i s - m a l e a t e ,  
pH 7 . 0 ,  a n d  1mM c a l c i u m  c h l o r i d e .
E l a s t a s e  a s s a y  -  t e r m i n a t i o n  b u f f e r  w a s  0 . 7M s o d i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 6 . 0 ,  a n d  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  
61 . 5  m l  o f  s o l u t i o n  A ( 1 . 4M d i - s o d i u m  h y d r o g e n  o r t h o p h o s ­
p h a t e ;  1 0 0 . 2 4 g / 2 0 0  m l )  w i t h  4 3 8 . 5  m l o f  s o l u t i o n  B ( 1 . 4M 
s o d i u m  d i - h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e ;  1 0 9 g / 5 0 0  m l ) .  T h e  
m i x t u r e  w a s  m ad e  u p  t o  1 l i t r e  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  
P h o s p h a t e  b u f f e r  w a s  0 .1 M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 5 . 9 .  T h e  
s t o c k  s o l u t i o n  A w a s  0 .  2M p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  
o r t h o p h o s p h a t e  a n d  s t o c k  s o l u t i o n  B w a s  0 .  2M d i - p o t a s s i u m  
h y d r o g e n  o r t h o p h o s p h a t e .  F o r  u s e ,  2 3 . 3 5  m l  o f  s o l u t i o n  
A w a s  m i x e d  w i t h  220  m l  o f  s o l u t i o n  B a n d  m ad e  u p  t o  
5 0 0  m l  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ;  3 . 5 g  o f  s o d i u m  c h l o r i d e  w a s  
a d d e d  t o  m ak e  t h e  b u f f e r  i s o t o n i c .
P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  (PB S) w a s  p r e p a r e d  w i t h  t a b l e t s  
o f  PBS r e a g e n t  ( D u l b e c c o - ' A 1, O x o i d )  d i s s o l v e d  i n  w a t e r  
t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .0 0 2 M ,  p H 7 . 2 .  
C o m p le m e n t  f i x a t i o n  b u f f e r  ( C F B ) . T a b l e t s  f o r  CFB w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  O x o i d  ( p H 7 . 2 ) ,  t h e  b u f f e r  w a s  p r e p a r e d  b y
was obtained ready made from Gibco.
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d i s s o l v i n g  o n e  t a b l e t  i n  100  m l  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r .
0 .1 M  a c e t a t e  b u f f e r . S o l u t i o n  A w a s  57 m l  o f  g l a c i a l  
a c e t i c  a c i d .  S o l u t i o n  B w a s  8 2 . 0 3 g / L  o f  a n h y d r o u s  s o d i u m  
a c e t a t e .  A s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  t h e  tw o  
s o l u t i o n s  u n t i l  pH 4 . 0  w a s  o b t a i n e d .  F o r  u s e ,  60 m l  o f  
t h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  m a d e  u p  t o  1 l i t r e  w i t h  d i s t i l l e d  
w a t e r .
0 .1M  c a r b o n a t e  b u f f e r . S o l u t i o n  A w a s  0 .  2M s o d i u m  
h y d r o g e n  c a r b o n a t e  ( N a H C ^ )  p l u s  1M s o d i u m  c h l o r i d e  
( N a C l )  : Two l i t r e s  w e r e  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  3 3 . 6 g  NaHC03 
w i t h  1 1 6 . 8 8 g  N a C l . S o l u t i o n  B w a s  0 . 2M s o d i u m  c a r b o n a t e  
(N a 2C0 3 ) p l u s  1M N a c l . A l i t r e  o f  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  
b y  m i x i n g  2 1 . 2 g  N a2C 03 w i t h  5 8 . 4 g  N a C l ; 0 .1 M  c a r b o n a t e  
b u f f e r  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  t h e  s o l u t i o n s  t o  pH 7 . 2 .  
T h i s  w a s  f u r t h e r  d i l u t e d  1 : 1 w i t h  w a t e r  f o r  u s e .
C a r b o n a t e  b u f f e r . S o d iu m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e  ( 2 . 9 3 g )  a n d  
s o d i u m  c a r b o n a t e  ( 1 . 5 9 g )  w e r e  d i s s o l v e d  i n  a  b e a k e r  o f  
d i s t i l l e d  w a t e r  w i t h  s t i r r i n g  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 9 . 6  w i t h  
s o d i u m  h y d r o x i d e  b e f o r e  b e i n g  m ad e  u p  t o  1 l i t r e  w i t h  
d i s t i l l e d  w a t e r .
P h o s p h a t e  b u f f e r  s a l i n e  T w een  ( P B S T ) . A 1 0 x  c o n c e n t r a ­
t i o n  o f  PBST w a s  k i n d l y  p r o v i d e d  b y  t h e  M e d ia  D e p a r t m e n t ,  
PHLS, C o l i n d a l e ,  L o n d o n  (T w e e n  2 0 ,  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  
0 .0 5 % )  i n  5 l i t r e  v o l u m e s .  F o r  u s e  4 0 0  m l  w a s  m ad e  u p  t o  
4 l i t r e s  w i t h  d e i o n i z e d  w a t e r .
A l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  s u b s t r a t e  b u f f e r . T h i s  c o n s i s t e d  o f  
0 .5 M  NaHC03 ( 2 0 g )  m i x e d  w i t h  2mM a n h y d r o u s  m a g n e s i u m
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c h l o r i d e  ( 0 . 0 9 5 g )  i n  1 l i t r e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  F o r  u s e  
1 0 m l o f  b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  2 t a b l e t s  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  s u b s t r a t e  ( S ig m a  1 0 4 ) .
C o a t i n g  b u f f e r  f o r  f i b r o n e c t i n  a n d  e x o t o x i n  A a s s a y  w a s  
PBS + 0 .0 2 %  ( v / w )  t h i o m e r s a l .
B l o c k i n g  b u f f e r  w a s  0 .  5M N a C l  ( 2 . 9 2 g / l 0 0  m l ) ,  3% ( v / w )  
b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  3% ( v / v )  n o r m a l  r a b b i t  s e r u m
p r e p a r e d  i n  PBST.
S u b s t r a t e  b u f f e r  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  4 . 8  m l  o f  1 . 2M 
s o d i u m  a c e t a t e  ( 1 . 6 4 g / 1 0 0  m l ) ,  0 . 1 5  m l  o f  0 .1 M  c i t r i c  
a c i d  ( 2 . 1 g / 1 0 0  m l ) ,  5 m l  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
1 0 0  p i  o f  t e t r a m e t h y l  b e n z i d e  (T M B ). T h i s  w a s  50 mg TMB 
p l u s  5 m l o f  d i m e t h y l s u l f o x i d e  (DM SO). I m m e d i a t e l y  
b e f o r e  u s e  1 0 j j lI  o f  6% ( v / v )  h y d r o g e n  p e r o x i d e  w a s  a d d e d .  
E n zy m e  p u r i f i c a t i o n  b u f f e r s . A l l  b u f f e r s  w e r e  m e m b r a n e -  
f i l t e r e d  ( 0 . 2  y.m) a n d  s t o r e d  a t  4°C u n t i l  r e q u i r e d .  
B u f f e r  A f o r  p r o t e a s e  w a s  30mM T r i s  b a s e  ( 3 . 6 3 3 g / L )  a t  
pH 7 . 5 .
B u f f e r  B f o r  p r o t e a s e  w a s  a s  f o r  B u f f e r  A b u t  w i t h  2 . 0M 
N a C l  ( 1 1 6 . 8 8 g / L ) .
B u f f e r  A f o r  c y t o t o x i n  w a s  20mM T r i s  b a s e  ( 4 . 4 2 g / L )  a t  
pH7.0.
B u f f e r  B f o r  c y t o t o x i n  w a s  s i m i l a r  t o  B u f f e r  A b u t  w i t h  
1 .0M N a C l  ( 5 8 . 4 4 g / L ) .
R e s o l v i n g  g e l  b u f f e r  ( 0 .7 5 M )  c o n s i s t e d  o f  T r i s  b a s e  
( 9 0 . 7 5 g )  d i s s o l v e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  6 0 0  m l o f  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 8 . 9  w i t h  10N HC1 ( a p p r o x i m a t e l y  
15 m l )  a n d  t h e n  t o  pH 8 . 8  w i t h  2N HC1 ( a p p r o x i m a t e l y  0 . 5
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m l ) .  T h e  v o l u m e  w a s  m ad e  u p  t o  1 l i t r e  w i t h  w a t e r .  T h e  
b u f f e r  w a s  s t o r e d  a s  a b o v e  i n  100  m l v o l u m e s .
S t a c k i n g  g e l  b u f f e r  ( 0 .5 M )  6 0 . 5 g  o f  T r i s  b a s e  w a s  
d i s s o l v e d  i n  a p p r o x i m a t e l y  6 0 0  m l o f  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
a d j u s t e d  t o  pH 6 . 9  w i t h  1 0N HC1 ( a p p r o x i m a t e l y  38  m l )  a n d  
t h e n  t o  6 . 8  w i t h  1N HC1 ( a p p r o x i m a t e l y  5 m l ) . T h e  v o l u m e  
w a s  m ad e  u p  t o  1 l i t r e  w i t h  w a t e r .  T h e  b u f f e r  w a s  s t o r e d  
a s  a b o v e  i n  50 m l v o l u m e s .
S a m p le  b u f f e r  ( 2 x )  w a s  p r e p a r e d  i n  a  fu m e  c u p b o a r d  a n d  
c o n t a i n e d  g l y c e r o l  20 m l ;  s t a c k i n g  g e l  b u f f e r  25 m l ;  10% 
s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  (SD S) 40 m l ;  w a t e r  (2  m l )  a n d  
0 .1 %  b r o m o p h e n o l  b l u e . T h e  c o n t e n t s  w e r e  m i x e d  a n d  2 m l 
v o l u m e s  w e r e  d i s p e n s e d  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C .
R e s e r v o i r  b u f f e r  w a s  T r i s  b a s e  ( 3 . 0 g ) ,  g l y c i n e  ( 1 4 . 4 g )  
a n d  10% SDS ( 1 0  m l )  i n  1 l i t r e  o f  d i s t i l l e d  w a t e r .  
C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n  w a s  0 .1 %  ( w / v )  C o o m a s s i e  b l u e  i n
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  10% ( v / v )  a n d  m e t h a n o l  30% ( v / v )  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r .
T h e  d e s t a i n  s o l u t i o n  w a s  1% ( v / v )  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  
m e t h a n o l  30% ( v / v )  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .
P r o d i f f  s t a i n . R e a d y  p r e p a r e d  s t a i n s  f o r  t h e  d i f f e r e n t ­
i a t i o n  o f  l e u c o c y t e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  B r a i d w o o d  
L a b o r a t o r i e s .
A n t i s e r a  f o r  s e r o t y p i n g . T h e  a n t i s e r a  w e r e  r a i s e d  i n  
r a b b i t s  b y  t h e  m e t h o d  d e s c r i b e d  b y  P i t t  a n d  E r d m a n  ( 1 9 7 8 )  
a n d  c o r r e s p o n d  n u m e r i c a l l y  t o  t h o s e  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  
A n t i g e n i c  T y p i n g  S c h e m e .
E n z y m e s ,  s u b s t r a t e s ,  c o n j u g a t e s . T h e  f o l l o w i n g  w e r e
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o b t a i n e d  f r o m  S i g m a .  T r y p s i n ,  e l a s t a s e ,  a z o c a s e i n ,  b o v i n e  
n e c k  e l a s t i n ,  e l a s t i n - c o n g o  r e d ,  C o h n  s e r u m  f r a c t i o n s  
I ,  I I  p l u s  I I I  a n d  IV ,  a 2 m a c r o g l o b u l i n ,  h u m a n  I g G ,  h u m an  
IgM , h u m an  I g A ,  g o a t  a n t i - h u m a n  I g G ,  g o a t  a n t i - h u m a n  Ig G  
a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ,  h u m an  f i b r o n e c t i n ,  a n t i - f  i b r o n e c t i n  
s e r u m  r a i s e d  i n  g o a t s ,  h u m a n  c o m p l e m e n t  s e r u m ,  h u m an  
c o m p l e m e n t  f a c t o r  3 ,  a n d  g u i n e a  p i g  c o m p l e m e n t . T h e  
f o l l o w i n g  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  T i s s u e  C u l t u r e  S e r v i c e s .  
S h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s ,  r a b b i t  a n t i - s h e e p  r e d  b l o o d  c e l l s  
( h a e m o l y t i c  s e r u m ) .
S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s
C h i - s q u a r e  (~y2 ) t e s t s  o n  t h e  a c t u a l  n u m b e r s  o f  
o c c u r r e n c e s  b e t w e e n  tw o  g r o u p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  
s t a n d a r d  2 x 2  c o n t i n g e n c y  t a b l e :
C o lu m n
Row 1 2 T o t a l
1 a b a  + b
2 c d c  + d
T o t a l a  + c b  + d n
a , b , c , d  = f r e q u e n c y  i n  e a c h  g r o u p  
n  = t o t a l  n u m b e r  o f  o b s e r v e d  f r e q u e n c i e s
T h e  v a l u e  o f  x 2 w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a :
( a d - b c ) 2 x  n
x 2 = ---------------------------------------------------
( a + c )  ( b + d )  ( c + d )  ( a + b )
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T h e  p r o b a b i l i t y  o f  a  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  tw o  g r o u p s
b e i n g  d u e  t o  c h a n c e  w a s  f o u n d  b y  r e f e r e n c e  t o  a  t a b l e
o f  x 2 v a l u e s  a n d  a l l o w i n g  o n e  d e g r e e  o f  f r e e d o m .  T h e
r e s u l t s  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  w h e n  p  w a s  < 0 . 0 5 .
M a n n - W h i tn e v  U t e s t s  t o  c o m p a r e  d a t a  f r o m  tw o  d i f f e r e n t
i n d e p e n d e n t  g r o u p s  w e r e  c a r r i e d  o u t  b y  s e p a r a t e l y
r a n k i n g  t h e  o b s e r v a t i o n s  i n  e a c h  g r o u p  a n d  b y  a p p l y i n g
o n e  o f  t h e  f o r m u l a e  b e l o w  t o  c a l c u l a t e  t h e  U v a l u e :
U = n 1n 2 + n 1l n l_ _ ± _ l i  -  4
2
U = n 1n 2 + n 2 ( n 2 + 1 ) -  R2
2
w h e r e  R1 = sum  o f  t h e  r a n k  o f  g r o u p  1
R2 = sum  o f  t h e  r a n k  o f  g r o u p  2 
n 1 = s a m p l e  s i z e  o f  g r o u p  1
n 2 = s a m p l e  s i z e  o f  g r o u p  2
F i n a l l y ,  t h e  z  s t a t i s t i c s  w e r e  c a l c u l a t e d  b y  u s i n g  t h e  
f o r m u l a :
U  -  n . r i p  
2
z = --------------------------------------
4 I n  1) ( n 2) i n  1 ± n 2±1_l
1 2
T h e  c r i t i c a l  z  v a l u e s  a r e  ± 1 . 9 6 .  T h e  r e s u l t s  w e r e  
s i g n i f i c a n t  w h e n  p  w a s  < 0 . 5 .
L i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  t h e  
r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  y  = a + b x ,  w h e r e  y  i s  t h e  r e s p o n s e  
( v a r i a b l e )  a n d  x  i s  t h e  i n d e p e n d e n t  v a r i a b l e .  T h e  
v a l u e  o f  a  ( i n t e r c e p t ;  i . e . ,  t h e  d i s t a n c e  a b o v e  t h e  
b a s e l i n e  a t  w h i c h  t h e  r e g r e s s i o n  l i n e  c u t s  t h e
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v e r t i c a l ,  y a x i s )  a n d  b  ( r e g r e s s i o n  c o e f f i c i e n t ;  i . e . ,  
t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e )  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d a t a .  
T h e  f o r m u l a e  f o r  f i n d i n g  a  a n d  b  w e r e  a s  f o l l o w s :  
b  = E ( x  -  x )  v  -  v )
E ( x  -  x ) 2
a  = y  -  b x
w h e r e  x  = T o t a l  n u m b e r s  o f  o b s e r v a t i o n
x  = m e a n  o f  x  o b s e r v a t i o n  
y  = t o t a l  n u m b e r s  o f  o b s e r v a t i o n  
y = m e a n  o f  y  o b s e r v a t i o n  
S t u d e n t  u n p a i r e d  t - t e s t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  a s s e s s  t h e  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  m e a n s  o f  tw o  s a m p l e s  b y  u s i n g  t h e  
f o r m u l a :
x'i - x2
t  =
V SD^1 + SD22 
n 1 n 2
w h e r e  x., = m e a n  o f  t h e  o b s e r v a t i o n s  i n  s a m p l e  1
x 2 = m e a n  o f  t h e  o b s e r v a t i o n s  i n  s a m p l e  2 
SD21 = s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  s a m p l e  1 
SD22 = s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  s a m p l e  2 
n 1 = n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  i n  s a m p l e  1 
n 2 = n u m b e r  o f  o b s e r v a t i o n s  i n  s a m p l e  2 
t h e  r e s u l t s  w e r e  c o n s i d e r e d  s i g n i f i c a n t  w h e n  p  w a s  
< 0 . 0 5 .
T h e  c h i - s q u a r e  t e s t s  a n d  l i n e a r  r e g r e s s i o n  
a n a l y s i s  w e r e  c a r r i e d  o u t  m a n u a l l y .  M a n n - W h i t n e y  U 
t e s t s  a n d  s t u d e n t  t  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  c o m p u t e r  
p a c k a g e  SPP b y  P a t r i c k  R o y s t o n  ( T i m b e r  L a k e  C l a r k e ) .
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B a c t e r i a l  c u l t u r e s
One h u n d r e d  a n d  tw o  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  76 l e u k a e m i c  p a t i e n t s  i n  t h e  L e u k a e m i a  U n i t  
a t  t h e  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l .  F i f t y - t w o  i s o l a t e s  w e r e  f r o m  
t h e  b l o o d  o f  b a c t e r a e m i c  p a t i e n t s  c o l l e c t e d  o v e r  a  s i x -  
y e a r  p e r i o d  ( S e p t e m b e r  1 9 8 2  t o  M a rc h  1 9 8 8 )  a n d  50 w e r e  
f r o m  v a r i o u s  o t h e r  b o d y  s i t e s  o f  n o n - b a c t e r a e m i c  
l e u k a e m i c  p a t i e n t s  ( J a n u a r y  1 9 8 7  t o  N o v e m b e r  1 9 8 8 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  55 i s o l a t e s  ( A p r i l  1 9 8 7  t o  A u g u s t  1 9 8 7 )  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  c l i n i c a l  s p e c i m e n s  o f  50 i m m u n o c o m p e t e n t  
p a t i e n t s .
A l l  157  i s o l a t e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  
o n  n u t r i e n t  a g a r  s l o p e s  a n d  s u b c u l t u r e d  e v e r y  tw o  t o  
t h r e e  m o n t h s .  I n  a d d i t i o n ,  r e s e r v e  c u l t u r e s  o f  1 8 - h o u r  
B r a i n  H e a r t  I n f u s i o n  B r o t h  (B H IB ) c o n t a i n i n g  16% ( v / v )  
g l y c e r o l  w e r e  s t o r e d  a t  - 7 0 °C .  S t o c k  c u l t u r e s  w e r e  
t h a w e d  a n d  s u b c u l t u r e d  t o  f r e s h  s t o r a g e  m ed iu m  a s  
r e q u i r e d .
P r o c e s s i n g  o f  s a m p l e s
B l o o d  w a s  c u l t u r e d  r o u t i n e l y  b y  t h e  B a c t e c  s y s t e m  
( J o h n s t o n  L a b o r a t o r i e s ) .  T h r e e  m l s a m p l e s  o f  v e n o u s  
b l o o d  w e r e  i n c u b a t e d  a e r o b i c a l l y  a n d  a n a e r o b i c a l l y  a t  
3 7 °C a n d  s u b c u l t u r e d  o n  7% ( v / v )  h o r s e  b l o o d  a n d  c h o c o ­
l a t e  a g a r  a t  1 8 h ,  2 4 h ,  7 2 h  a n d  o n  t h e  s e v e n t h  d a y .
C h o c o l a t e  a g a r  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  95% 0 2 p l u s  5% 
C 02 .
M o s t  c l i n i c a l  s a m p l e s  w e r e  r e c e i v e d  a s  s w a b s  i n
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S t u a r t ' s  T r a n s p o r t  m e d iu m  ( S t e r i l i n  L t d )  e x c e p t  u r i n e ,  
f l u i d s  a n d  f a e c e s  w h i c h  w e r e  t r a n s p o r t e d  i n  s t e r i l e  
p l a s t i c  c o n t a i n e r s  ( S t e r i l i n ) .  T h e s e  s p e c i m e n s  w e r e  
p l a t e d  o n  m e d i a  a p p r o p r i a t e  f o r  t h e  s p e c i e s  o f  b a c t e r i a  
s o u g h t  a n d  i n c u b a t e d  a c c o r d i n g l y ,  b u t  7% ( v / v )  h o r s e
b l o o d  a g a r  a n d  M a cC o n k e y  a g a r  w e r e  u s e d  u n i v e r s a l l y .  
U r i n e  s a m p l e s  w e r e  i n o c u l a t e d  s e m i q u a n t i t a t i v e l y  o n t o  
C y s t i n e - L a c t o s e - E l e c t r o l y t e  D e f i c i e n t  (CLED) m e d iu m .  
I d e n t i f i c a t i o n  o f  P .  a e r u g i n o s a
A p r e s u m p t i v e  s c r e e n  f o r  P .  a e r u g i n o s a  w a s  m ad e  b y  
s u b c u l t u r i n g  c o l o n i e s  o n t o  K i n g s  A a g a r .  T h o s e  p r o d u c i n g  
t h e  c h a r a c t e r i s t i c  b l u e - g r e e n  p i g m e n t  a f t e r  o v e r n i g h t  i n ­
c u b a t i o n  a t  3 7 °  w e r e  s e l e c t e d  a s  P .  a e r u g i n o s a  a n d  n o  
f u r t h e r  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d .
I d e n t i f i c a t i o n  o f  n o n - p i q m e n t e d  P .  a e r u g i n o s a
N o n - p i g m e n t e d  s t r a i n s  w e r e  i d e n t i f i e d  b y  t h e  s c h e m e  
o f  K i n g  a n d  P h i l l i p s  ( 1 9 7 8 )  a s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  3 .  
C o l o n i e s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e i r  Gram  r e a c t i o n ,  m o r p h ­
o l o g y  a n d  p r e s e n c e  o f  a  m e t a l l i c  s h e e n ,  p r o d u c t i o n  o f  a  
" f r u i t y  o d o u r " ,  a n d  p r o d u c t i o n  o f  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  
( K o v a c s ,  1 9 5 6 ) .
C u l t u r e s  w e r e  a l s o  t e s t e d  f o r  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m  
o f  g l u c o s e  (H u g h  & L e i f s o n ,  1 9 5 3 )  a n d  m o t i l i t y  i n  b r o t h  
a t  3 7 °C .  T h o s e  p o s i t i v e  i n  t h e  f o r e g o i n g  t e s t s  w e r e  
e x a m i n e d  f o r  p r o d u c t i o n  o f  a r g i n i n e  d i h y d r o l a s e  
( T h o r n l e y ,  1 9 6 0 ) ,  u r e a s e  ( C h r i s t e n s e n ,  1 9 4 6 )  a n d  g r o w t h  
i n  b r o t h  o v e r  t h r e e  s u c c e s s i v e  s u b c u l t u r e s  a t  4 2 °C a n d  
4 ° C .  I n  a d d i t i o n ,  c u l t u r e s  w e r e  g r o w n  o n  am m onium  s a l t
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Identification of non-pigmented P. aeruginosa
Table 3
GRAM REACTION 
MORPHOLOGY
COLONY
METALLIC SHEEN 
ODOUR
CYTOCHROME OXIDASE 
OXIDATION/FERMENTATION
MOTILITY
ARGININE DIHYDROLASE 
REDUCTION OF NITRATE 
REDUCTION OF NITRITE 
GROWTH AT 42°C 
GROWTH AT 4°C 
UREASE
AMMONIUM SALT SUGARS: 
ETHANOL 
GLUCOSE 
MANNITOL 
DULCITOL 
MALTOSE
Gram-negat ive
Rod 2-3mm in 
diameter
Irregular
Present
Aromatic
"fruity"
Positive
Oxidative 
metabolism of 
glucose
Motile
Present
Positive
Positive
Positive
Negative
Variable
Positive
Positive
Positive
Negative
Negative
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m e d i a  c o n t a i n i n g  s e p a r a t e l y  e t h a n o l ,  g l u c o s e ,  m a n n i t o l ,  
d u l c i t o l  a n d  m a l t o s e .
E p i d e m i o l o g i c a l  t y p i n g
T h e  a u t h o r  w a s  f u l l y  i n s t r u c t e d  i n  t h e  t e c h n i q u e s  
u s e d  f o r  s e r o t y p i n g  a n d  p h a g e  t y p i n g  o f  P .  a e r u g i n o s a ,  
b u t  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s t r a i n s  w e r e  t y p e d  a t  t h e  
D i v i s i o n  o f  H o s p i t a l  I n f e c t i o n ,  C e n t r a l  P u b l i c  H e a l t h  
L a b o r a t o r y ,  C o l i n d a l e ,  L o n d o n .  T h e  m e t h o d s  u s e d  w e r e  a s  
f o l l o w s :
P h a g e  t y p i n g . F o u r  o r  f i v e  c o l o n i e s  f r o m  K i n g ' s  A a g a r  
w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  3 m l  o f  T r y p t i c a s e  s o y  b r o t h  (TSB) 
a n d  i n c u b a t e d  a t  37  °C f o r  4 h .  A p p r o x i m a t e l y  2 m l  o f  t h i s  
w a s  f l o o d e d  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  a  p h a g e  t y p i n g  a g a r  p l a t e  
a n d  t h e  e x c e s s  f l u i d  w a s  p i p e t t e d  o f f  a n d  r e t u r n e d  t o  t h e  
o r i g i n a l  b r o t h .  T h e  p l a t e s  w e r e  a l l o w e d  t o  d r y  i n  a i r  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e  s t a n d a r d  t y p i n g  p h a g e s  
( A s h e s h o v ,  1 9 7 4 )  w e r e  a p p l i e d  a t  R o u t i n e  T e s t  D i l u t i o n  
(RTD) i n  10 p i  v o l u m e s  w i t h  t h e  a i d  o f  a  m e c h a n i c a l  
a p p l i c a t o r  ( L i d w e l l ,  1 9 5 9 ) .  A f t e r  d r y i n g  i n  a i r  f o r  
a p p r o x i m a t e l y  15 m i n ,  t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 2 ° C  
o v e r n i g h t  a n d  t h e  l y t i c  r e a c t i o n s  w e r e  r e c o r d e d  a s  
f o l l o w s :  c o n f l u e n t  l y s i s  t o  m o re  t h a n  50 d i s c r e t e
p l a q u e s  w a s  s c o r e d  a t  + + ;  2 0 - 5 0  p l a q u e s  + ,  a n d  <10
p l a q u e s  ± .
S e r o t y p i n g . T h e  b r o t h  c u l t u r e  u s e d  t o  f l o o d  t h e  p h a g e  
t y p i n g  p l a t e  w a s  r e i n c u b a t e d  a t  3 7 °C o v e r n i g h t  a n d  t h e n  
h e a t e d  f o r  2 h  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  C u l t u r e s  w e r e  
t e s t e d  f i r s t  a g a i n s t  f o u r  p o o l s  o f  d i l u t e d  a n t i s e r a
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t o w a r d s  t h e  17 s o m a t i c  " 0 "  a n t i g e n s  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  
A n t i g e n i c  T y p i n g  S c h e m e  ( L i u  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  E q u a l  
v o l u m e s  o f  0 . 0 2 5  m l o f  e a c h  p o o l  a n d  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  
w e r e  m i x e d  i n  a  m i c r o t i t r a t i o n  t r a y ,  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C 
f o r  2h  a n d  e x a m i n e d  w i t h  t h e  a i d  o f  a  m i r r o r  f o r  
a g g l u t i n a t i o n  r e a c t i o n s . C u l t u r e s  s h o w i n g  a g g l u t i n a t i o n  
i n  a  s i n g l e  p o o l  w e r e  t h e n  r e t e s t e d  w i t h  e a c h  o f  t h e  
c o n s t i t u e n t  s e r a  o f  t h e  p o o l  t o  d e t e r m i n e  t h e  s p e c i f i c  
s e r o t y p e .  I s o l a t e s  t h a t  w e r e  a g g l u t i n a t e d  b y  t h r e e  o r  
m o r e  i n d i v i d u a l  s e r a  w e r e  t e r m e d  p o l y a g g l u t i n a b l e  (PA) 
a n d  t h o s e  n o t  a g g l u t i n a t e d  b y  a n y  o f  t h e  s e r a  w e r e  
c l a s s i f i e d  a s  n o t  t y p a b l e  ( N T ) . E p i d e m i o l o g i c a l  t y p i n g  
d a t a  w e r e  i n t e r p r e t e d  a s  f o l l o w s  : i s o l a t e s  w h i c h
d i f f e r e d  i n  O s e r o t y p e  w e r e  c o n s i d e r e d  t o  b e  d i s t i n c t  
f r o m  e a c h  o t h e r  a n d  a n y  c o r r e s p o n d e n c e  i n  p h a g e  t y p i n g  
p a t t e r n  w a s  i g n o r e d .  T h e  p h a g e  p a t t e r n s  o f  i s o l a t e s  o f  
t h e  s a m e  s e r o t y p e  w e r e  c o m p a r e d  i n  o r d e r  t o  d i s t i n g u i s h  
f u r t h e r  w i t h i n  a  s e r o t y p e .  I f  i s o l a t e s  f r o m  t h e  s a m e  
h o s p i t a l  s o u r c e  s h o w e d  i d e n t i c a l  o r  s i m i l a r  p h a g e  
p a t t e r n s  ( w i t h i n  2 t o  3 r e a c t i o n  s c o r e d )  t h e n  t h e y  w e r e  
c o n s i d e r e d  i n d i s t i n g u i s h a b l e  b y  t h e  m e t h o d s  a n d  p r o b a b l y  
r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r .
S e ru m  s e n s i t i v i t y
T h e  m e t h o d  o f  P e n k e t h  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  w a s  u s e d .  
N o r m a l  h u m an  s e r u m  (NHS) w a s  o b t a i n e d  b y  p o o l i n g  f r e s h  
s e r u m  f r o m  s i x  v o l u n t e e r s .  O r g a n i s m s  w e r e  c u l t u r e d  i n  
t r y p t i c a s e  s o y  b r o t h  (TSB ) a t  3 7 °C  f o r  1 8 h  a n d  d i l u t e d  1 
i n  1 0 0  i n  H a n k ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n .  A 1 0 0  y.1 v o l u m e
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o f  t h e  d i l u t e d  c u l t u r e  w a s  a d d e d  t o  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
NHS a s  w e l l  a s  t o  c o n t r o l  t u b e s  o f  H a n k ' s  s o l u t i o n .  
A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  37  °C f o r  1 h ,  c o l o n y  c o u n t s  w e r e  
d e t e r m i n e d  b y  s p o t t i n g  20  jjlI  o f  e a c h  m i x t u r e  o n t o  a g a r  
a n d  o f  a  f u r t h e r  20 p i  d i l u t e d  1 i n  50 i n  H a n k s  b e f o r e  
p l a t i n g .  S e r u m - s e n s i t i v e  s t r a i n s  w e r e  d e f i n e d  a s  t h o s e  
f o r  w h i c h  t h e  c o u n t  w a s  r e d u c e d  b y  a t  l e a s t  1 0 0  f o l d  
c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  c o n t r o l  s t r a i n s .  S e r u m - r e s i s t a n t  
s t r a i n s  g a v e  v i a b l e  c o u n t s  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  t h e  
c o n t r o l .
P r o t e a s e
Q u a l i t a t i v e  a s s a y . I s o l a t e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  p r o t e a s e  
p r o d u c t i o n  b y  p l a t i n g  o n  1 0 %( w / v )  m i l k  c a s e i n  a g a r  p l a t e s  
( L a p a g e  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) .  F o u r  i s o l a t e s  w e r e  t e s t e d  o n  e a c h  
p l a t e .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C , t h e  p l a t e s  w e r e  e x a m i n ­
e d  d a i l y  f o r  u p  t o  f i v e  d a y s .  P r o t e o l y t i c  s t r a i n s  g a v e  
a  s h a r p  z o n e  o f  c l e a r  h y d r o l y s i s  i n  t h e  t u r b i d  m e d iu m .  
Q u a n t i t a t i v e  a s s a y . I s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w e r e  g r o w n  
i n  g l a s s  u n i v e r s a l s  c o n t a i n i n g  1 0  m l  o f  1 % ( w / v )
B a c t o p e p t o n e  a t  3 0 °C f o r  2 4 h .  T h e  c e l l s  w e r e  d e p o s i t e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 g  f o r  10 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  pm m e m b r a n e  f i l t e r  ( S a r t o r i u s  
L t d )  a n d  s t o r e d  a t  - 2 0 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .
T h e  m o d i f i e d  m e t h o d  o f  H i n g l e y  e t  a l . ,  ( 1 9 8 6 )  w a s
u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  t o t a l  p r o t e a s e  a c t i v i t y  o n  a z o c a s e i n  
-  c a s e i n  c o m p l e x e d  t o  a n  a z o  d y e  -  a s  a  s u b s t r a t e  w i t h  a  
t r y p s i n  s t a n d a r d .  P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d
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t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t im u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  t r y p s i n  a n d  t h e  
o p t im u m  w a v e l e n g t h  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  e n z y m e  
a c t i v i t y .  E n zy m e  w a s  d i l u t e d  i n  p r o t e a s e  a s s a y  b u f f e r .
F o r  t h e  a s s a y ,  0 . 5  m l  o f  e n z y m e  w a s  a d d e d  t o  a n  
e q u a l  v o l u m e  o f  a z o c a s e i n  i n  c e n t r i f u g e  t u b e s  ( S t e r i l i n )  
a n d  i n c u b a t e d  f o r  45 m in  a t  3 7 °C . E n z y m e  a c t i o n  w a s  
s t o p p e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  3 . 0  m l o f  c o l d  5% ( w / v )
t r i c h l o r o a c e t i c  a c i d  a n d  u n d i g e s t e d  a z o c a s e i n  w a s  r e m o v e d  
b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  ( 3 0 0 0 g  f o r  10 m i n ) .  Two m l o f  t h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  0 .  5N 
NaOH. T h e  a b s o r b a n c y  w a s  r e a d  a t  420  nm o n  a  s p e c t r o ­
p h o t o m e t e r  (DU S e r i e s  6 0 ,  B e c k m a n  I n s t r u m e n t  L t d )  a n d  t h e  
p r o t e a s e  a c t i v i t y  w a s  e x p r e s s e d  a g a i n s t  a  s t a n d a r d  c u r v e  
o f  t r y p s i n  c o n c e n t r a t i o n s .
T h e  d i l u t i o n  f a c t o r  i n  t h e  a s s a y  w a s  4 .  A l l  t e s t s  
w e r e  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  a n  a v e r a g e  o f  t h e  
r e a d i n g s  w a s  t a k e n .
S p e c i f i c i t y  o f  p r o t e a s e
G e l a t i n  N u t r i e n t  g e l a t i n  w a s  s t a b - i n o c u l a t e d  a n d  
i n c u b a t e d  a t  3 7 °C f o r  4 8 h .  T h e  t u b e s  w e r e  p l a c e d  a t  4 °C  
f o r  3 h  a n d  e x a m i n e d  f o r  l i q u e f a c t i o n  o f  g e l a t i n .  
E l a s t a s e  A l l  i s o l a t e s  w e r e  s t r e a k e d  a c r o s s  0 .3 %  ( w / v )  
E l a s t i n  a g a r  (EA) p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  4 8 h  
a n d  f o r  a  f u r t h e r  7 2 h  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e .  A z o n e  o f  
c l e a r i n g  a r o u n d  c o l o n i e s  i n  t h e  o p a q u e  m e d iu m  w a s  s c o r e d  
a s  a  p o s i t i v e  r e a c t i o n .
A 2 m l  v o l u m e  o f  a  l o g - p h a s e  c u l t u r e  ( 7 h )  i n  
e l a s t a s e  l i q u i d  m e d iu m  w a s  u s e d  t o  i n o c u l a t e  18  m l o f  t h e
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s a m e  m ed iu m  i n  a  2 5 0  m l f l a s k .  T h e  c u l t u r e  w a s  i n c u b a t e d  
w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  rp m )  a t  3 7 °C  f o r  1 6 h  a n d  t h e  c e l l s  
d e p o s i t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 g  f o r  10 m i n .  T h e  
s u p e r n a t a n t  " c r u d e  e x t r a c t "  w a s  f i l t e r e d  a n d  s t o r e d  a t  
- 2 0 ° C  u n t i l  r e q u i r e d .
A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  m e t h o d  o f  Ohman e t  a l . ,  ( 1 9 8 0 )  
w a s  u s e d  w i t h  e l a s t i n - c o n g o  r e d  a s  s u b s t r a t e  a n d  a  
c o m m e r c i a l  e l a s t a s e  e n z y m e  s t a n d a r d .  P r e l i m i n a r y  w o r k  w a s  
p e r f o r m e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t im u m  w a v e l e n g t h  f o r  t h e  
e l a s t a s e  a s s a y  a n d  t h e  e n z y m e  w a s  d i l u t e d  i n  t h e  r e a c t i o n  
b u f f e r .
A s t o c k  s o l u t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w a s  p r e p a r e d  b y  
m i x i n g  2mg ( 1 7 8  e n z y m e  u n i t s )  o f  e l a s t a s e  w i t h  1 m l  o f  
r e a c t i o n  b u f f e r .  F i v e  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  100  p i  
( 1 7 . 8  u n i t s ) ,  50 p i  ( 8 . 9  u n i t s ) ,  25 p i  ( 4 . 4 5  u n i t s ) ,  15 
p i  ( 2 . 6 7  u n i t s )  a n d  10 p i  ( 0 . 8 9  u n i t s )  w e r e  u s e d  f o r  t h e  
c o n s t r u c t i o n  o f  a  s t a n d a r d  c u r v e .  T h e  v o l u m e  o f  e a c h  
e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  m a d e  u p  t o  1 m l  w i t h  e l a s t a s e  
l i q u i d  m e d iu m .
F o r  t h e  a s s a y ,  1 Omg o f  e l a s t i n - c o n g o  r e d  w a s  m i x e d  
w i t h  2 m l  o f  r e a c t i o n  b u f f e r  a n d  1 m l  o f  t h e  e n z y m e  
s o l u t i o n .  T h e  d i l u t i o n  f a c t o r  i n  t h e  a s s a y  w a s  3 .  T h e  
m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  rp m )  a t  3 7 ° C  f o r  
3 h  a n d  t h e  r e a c t i o n  w a s  t e r m i n a t e d  b y  a d d i n g  2 m l  o f  0 .  7M 
s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 6 . 0 .  T h e  u n d i g e s t e d  s u b s t r a t e  
w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 g  f o r  10 m in  a n d  t h e  
e n z y m e  w a s  r e p l a c e d  w i t h  r e a c t i o n  b u f f e r  i n  t h e  b l a n k .  
T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  f i l t r a t e s  w a s  r e a d  a t  4 9 5  nm. T h e
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b a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e  w a s  o b t a i n e d  b y  m i x i n g  e n z y m e  w i t h  
t h e  a s s a y  b u f f e r  i n  t h e  p r o p o r t i o n s  d e s c r i b e d  a b o v e  b u t  
o m i t t i n g  t h e  s u b s t r a t e .  B a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e  w a s  
s u b t r a c t e d  f r o m  t h a t  o f  t h e  e n z y m e  s a m p l e  t o  o b t a i n  t h e  
f i n a l  v a l u e .  T h e  s t a n d a r d  c u r v e  w a s  d e r i v e d  b y  p l o t t i n g  
a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  a t  495nm  ( a v e r a g e  o f  t h r e e  r e a d i n g s )  
a g a i n s t  t h e  f i v e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e l a s t a s e .  C r u d e  
e n z y m e  p r e p a r a t i o n s  f r o m  e a c h  i s o l a t e  o f  P .  a e r u g i n o s a  
w e r e  t e s t e d  i n  d u p l i c a t e  ( u n d i l u t e d  a n d  d i l u t e d  1 i n  2 o r  
1 i n  4 )  u s i n g  t h e  a b o v e  m e t h o d .  E l a s t o l y t i c  a c t i v i t y  w a s  
c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .
T h r e e  s t r a i n s  w e r e  s e l e c t e d  f r o m  t h e  p r e l i m i n a r y  
s c r e e n  o n  e l a s t i n  a g a r  m e d i a  t o  r e p r e s e n t  s t r o n g ,  w e a k  
a n d  n o n - p r o d u c e r s  o f  e l a s t a s e .  Two m e d i a  w e r e  c o m p a r e d .  
M ed ium  A c o n s i s t e d  o f  0 .3 %  EA e x c e p t  t h a t  e l a s t i n - c o n g o  
r e d  w a s  u s e d  a s  s u b s t r a t e  a n d  1 0 0  m l v o l u m e  o f  t h e  m ed iu m  
w a s  p o u r e d  i n t o  a  23cm  x  23cm  s q u a r e  b i o - a s s a y  d i s h  
( S t e r i l i n  L t d ) .  T h e  m e d iu m  w a s  s t o r e d  a t  4 °C  u n t i l  
r e q u i r e d .  M ed ium  B w a s  s i m i l a r  t o  m e d iu m  A b u t  h a d  a  
r e d u c e d  a g a r  c o n c e n t r a t i o n  (1%) a n d  w a s  b u f f e r e d  t o  pH
7 . 0 .
A s t o c k  s o l u t i o n  o f  c o m m e r c i a l  e n z y m e  ( S i g m a )  w a s  
p r e p a r e d  b y  m i x i n g  1 mg ( 8 9  e n z y m e  u n i t s )  o f  e l a s t a s e  
w i t h  1 m l  o f  f i l t e r - s t e r i l i z e d  0 .0 3 M  T r i s  b u f f e r  a t  pH
7 . 0 .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  d i l u t e d  t o  64  e n z y m e  u n i t s  
( 7 2 0  p i  o f  e n z y m e  p l u s  280  p i  o f  0 .0 3 M  T r i s  b u f f e r )  a n d  
t h e n  b y  d o u b l i n g  d i l u t i o n s  i n  1 m l  v o l u m e s  o f  T r i s  b u f f e r  
d ow n  t o  1 e n z y m e  u n i t s / m l .
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U s i n g  a  s t e r i l e  c o r k  b o r e r ,  4 mm d i a m e t e r  w e l l s ,  1 "  
a p a r t ,  w e r e  c u t  i n t o  a g a r  p l a t e s  o f  b o t h  m e d i a  A a n d  B, 
20 jjlI  o f  e n z y m e  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  N e g a ­
t i v e  c o n t r o l s  i n c l u d e d  0 .0 3 M  T r i s  b u f f e r  a n d  e l a s t a s e  
l i q u i d  m e d iu m .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C f o r  4 8 h  
a n d  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  f o r  t h r e e  d a y s  i n  a  p l a s t i c  b a g .  
T h e  z o n e s  o f  c l e a r i n g  a r o u n d  t h e  w e l l s  w e r e  m e a s u r e d  a n d  
t h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s  f o r  t h e  a v e r a g e  
r e a d i n g s .  T h e  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  z o n e  s i z e  a n d  l o g  
( e n z y m e )  w a s  a n a l y s e d  b y  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .
A l l  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  a n  a v e r a g e  
o f  t h e  r e a d i n g s  o f  t h e  z o n e  d i a m e t e r  w a s  r e a d  f r o m  t h e  
s t a n d a r d  c u r v e  t o  o b t a i n  t h e  e l a s t a s e  c o n c e n t r a t i o n .
E f f e c t  o f  c a s e i n  o n  p r o t e a s e
S i x  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  ( tw o  e a c h  r e p r e s e n t i n g  
s t r o n g ,  m o d e r a t e  a n d  w e a k  p r o t e a s e  p r o d u c e r s )  w e r e  t e s t e d  
o n  10% c a s e i n  a g a r  p l a t e s .  O v e r n i g h t  c u l t u r e s  i n  1 % ( w / v )  
b r o t h  b a c t o p e p t o n e  w e r e  d i l u t e d  1 i n  1 0 0 0  i n  s t o c k  b r o t h  
t o  g i v e  a  v i a b l e  c o u n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 4 o r g a n i s m s / m l .  
O ne m l o f  t h e  d i l u t e d  c u l t u r e  w a s  i n o c u l a t e d  i n t o  1 0 x 1 0  
m l  a m o u n t  o f  1% ( w / v )  b a c t o p e p t o n e ,  5 w i t h  a n d  5 w i t h o u t  
1% c a s e i n .  T u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 0 °C , a n d ,  e a c h  d a y ,  
o n e  o f  e a c h  s e t  w a s  r e m o v e d ,  a n d  a  v i a b l e  c o u n t  p e r f o r m e d  
( M i l e s ,  M i s r a  & I r w i n  1 9 3 8 ) .  C u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  w e r e  
r e t a i n e d  a f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a n d  f i l t r a t i o n ,  a n d  t h e  
t o t a l  p r o t e a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e r m i n e d  i n  t h e  a z o c a s e i n  
a s s a y .
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Production of proteases in plasma and urine
T im e  e x p i r e d  h u m a n  b l o o d  f r o m  t h r e e  d o n o r s  w a s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  B l o o d  T r a n s f u s i o n  S e r v i c e  a t  C o l i n d a l e ,  
L o n d o n .  T h e  p l a s m a  w a s  s e p a r a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n ,  
p o o l e d  (PNHP: p o o l e d  n o r m a l  h u m an  p l a s m a )  a n d  s t o r e d  a t  
4 °C  f o r  u p  t o  o n e  m o n t h .
F i v e  u r i n e  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  h e a l t h y  
v o l u n t e e r s . E a c h  s a m p l e  w a s  c u l t u r e d  o n t o  CLED m e d iu m  t o  
d e t e c t  b a c t e r i a l  g r o w t h  a n d  t h e  s t e r i l e  s a m p l e s  w e r e  
p o o l e d  t o g e t h e r  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 0 .  A f t e r  c e n t r i ­
f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 q ,  p o o l e d  u r i n e  w a s  m e m b r a n e - f i l t e r e d  a n d  
s t o r e d  a t  4 °C  f o r  u p  t o  t h r e e  d a y s .
T h e  a m o u n t  o f  p r o t e a s e s  p r o d u c e d  b y  e a c h  o f  t h e  
p a n e l  o f  1 5 7  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
u n d i l u t e d  ( 1 0 0 %) p l a s m a  a n d  u r i n e  w a s  d e t e r m i n e d  i n  m i l k  
c a s e i n  p l a t e  a s s a y s .  S p e c i f i c  e l a s t a s e  a c t i v i t y  w a s  
d e t e c t e d  o n  0 .3 %  e l a s t i n - c o n g o  r e d  a g a r .  P l a s m a  w a s  
i n a c t i v a t e d  a t  5 6 °C  f o r  30 m in  p r i o r  t o  u s e .  O ne m l 
v o l u m e s  o f  u r i n e  o r  p l a s m a ,  d i l u t e d  i n  d o u b l e - s t r e n g t h  
(10% ) TSB ( w / v )  i n  s e p a r a t e  t e s t s ,  w e r e  d i s p e n s e d  i n t o  
s t e r i l e  3 "  x  i "  c a p p e d  t u b e s .  A c o n t r o l  t u b e  c o n t a i n i n g  
1 m l  o f  b o t h  m e d i a  a t  s i n g l e  s t r e n g t h  w a s  i n c l u d e d .  
T w e n t y  p i  o f  a  4 h  b r o t h  c u l t u r e  o f  t h e  o r g a n i s m  w a s  a d d e d  
t o  e a c h  t u b e  a n d ,  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C  f o r  2 4 h ,  t h e  
g r o w t h  w a s  s u b c u l t u r e d  o n t o  M a cC o n k e y  a g a r  a n d  i n c u b a t e d  
a t  37  °C o v e r n i g h t .  T h e  r e m a i n d e r  o f  b o t h  m e d i a  w a s  
c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0 q  f o r  15 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 2  pm m e m b r a n e .  T w e n t y  p i  v o l u m e s
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w e r e  a p p l i e d  a s e p t i c a l l y  o n t o  a  s t e r i l e  f i l t e r  p a p e r  d i s c  
( 6  mm d i a m e t e r ,  W h a tm an )  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  s k im m e d  
m i l k  a g a r  p l a t e  a n d  i n t o  w e l l s  i n  e l a s t i n - c o n g o  r e d  
p l a t e s . T h e  p l a t e s  w e r e  p l a c e d  i n  a  m o i s t  c h a m b e r  a n d  
i n c u b a t e d  a t  37  °C f o r  7 2 h  a n d  e x a m i n e d  f o r  e n z y m e  
a c t i v i t y .
Two s t r a i n s ,  PA L 1 0 a n d  PA L51 , w e r e  s t u d i e d  i n  
d e t a i l  a n d  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  a  r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  
( 1 0 - 1 0 0 % )  o f  p o o l e d  u r i n e  o r  PNHP i n  e l a s t a s e  l i q u i d  
m e d iu m .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C  f o r  2 4 h ,  v i a b l e  c o u n t s  
w e r e  p e r f o r m e d  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e c o v e r e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a n d  m e m b r a n e - f i l t e r e d .  A 20 p i  v o l u m e  w a s  
t e s t e d  f o r  t o t a l  p r o t e a s e  a n d  e l a s t a s e  a n d  a c t i v i t y  i n  
p l a t e  a s s a y s .
F r a c t i o n a t i o n  o f  p l a s m a
A c o n s t a n t  v o l u m e  o f  h u m an  p l a s m a  ( 2 0  m l )  w a s  a d d e d  t o  
v a r i o u s  w e i g h t s  o f  (NH4 ) 2S 0 4 t o  g i v e  t h e  f o l l o w i n g  
p e r c e n t a g e  s a t u r a t e d  s o l u t i o n s :
(NH4 ) 2S 0 4 Human p l a s m a  S a t u r a t i o n
( g r a m s )  ( m l )  (%)
1 . 5 2  20 10
3 . 0 4  20 20
4 . 5 6  20 30
6 . 0 8  20 40
7 . 6 0  20 50
9 . 1 2  20 60
1 0 . 6 4  20 70
1 2 . 1 6  20 80
1 3 . 6 8  20  90
1 5 . 2 0  20  100
A f t e r  t h o r o u g h  m i x i n g  t o  e n s u r e  s o l u b i l i t y ,  t h e  
s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  a t  4 °C  o v e r n i g h t  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d
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f o r  1 h  a t  3 0 0 0 g .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  
d e p o s i t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  m l  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  
w a t e r  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  d i a l y s i s  b a g s  ( M e d i c e l l  
I n t e r n a t i o n a l  L t d ) . D i a l y s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  4 °C  w i t h  
c o n s t a n t  a g i t a t i o n  a g a i n s t  s e v e n  c h a n g e s  o f  d i s t i l l e d  
w a t e r  o v e r  4 8 h .  T h e  d i a l y z e d  m a t e r i a l  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  
3 0 0 0 g  f o r  30 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  a n d  
s t o r e d  a t  4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .
M e a s u r e m e n t  o f  t o t a l  p r o t e i n
P r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  w i t h  a  
c o m m e r c i a l  k i t  (N o .  6 1 0 ,  S ig m a )  f o l l o w i n g  t h e  m a n u ­
f a c t u r e r ' s  i n s t r u c t i o n s .  B r i e f l y ,  t h e  p r o t e i n  a s s a y  
s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  t h e  d y e  r e a g e n t  
( C o o m a s s i e  b l u e )  1 i n  4 i n  w a t e r .  T e s t  s a m p l e s  w e r e  
d i l u t e d  1 i n  10 i n  s a l i n e  a n d  a  50 y.1 v o l u m e  w a s
d i s p e n s e d  i n t o  a  p l a s t i c  c u v e t t e .  A p r o t e i n  s t a n d a r d  
( 0 . 3  m g /m l )  a n d  s a l i n e  b l a n k  w e r e  a l s o  i n c l u d e d .  To  e a c h  
c u v e t t e ,  2 . 5  m l  o f  a s s a y  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  a n d  t h e  
m i x t u r e  w a s  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2^  m in  a n d  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  5 9 5  nm w a s  r e c o r d e d .  A l l  t e s t s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  t h e  a v e r a g e  o f  r e a d i n g s  w a s  
t a k e n .
T h e  t o t a l  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  
c a l c u l a t e d  b y  t h e  f o l l o w i n g  f o r m u l a :
T e s t
P r o t e i n  C o n e  =   x  S t d  C o n e  x  d i l u t i o n
S t d  A595
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L e v e l s  o f  c o m p l e m e n t  i n  h u m an  a n d  g u i n e a  p i g  s e r a  
(G PS) w e r e  a s s a y e d  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  p r o t e a s e  
e n z y m e .  N o r m a l  h u m a n  s e r u m  (NHS) w a s  s e p a r a t e d  f r o m  
v e n o u s  b l o o d  s a m p l e s  o f  t h r e e  v o l u n t e e r s  a n d  p o o l e d  a s  a  
s o u r c e  o f  c o m p l e m e n t .  T h i s  w a s  s t o r e d  i n  2 m l  v o l u m e s  a t  
- 7 0 °C f o r  a  m in im u m  o f  o n e  m o n t h .
A 0 .1  m l  v o l u m e  o f  t h e  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e  w a s  
m i x e d  s e p a r a t e l y  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  NHS a n d  G P S . 
N e g a t i v e  ( s e r u m  p l u s  m e d iu m )  a n d  p o s i t i v e  s e r u m  ( s e r u m  
d i l u t e d  1 i n  20 a n d  1 i n  40 i n  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  
b u f f e r )  c o n t r o l s  w e r e  i n c l u d e d  f o r  b o t h  s e r a  a n d  a l l  
t e s t s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C w a t e r  b a t h  f o r  2 h .  
C o m p le m e n t  a c t i v i t y  w a s  t h e n  e s t i m a t e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  
R a b a t  a n d  M e y e r  ( 1 9 6 1 )  a s  f o l l o w s :
T h e  h a e m o l y t i c  s e r u m  ( T i s s u e  C u l t u r e  S e r v i c e s )  w a s  
d i l u t e d  t o  g i v e  8 m in im u m  h a e m o l y t i c  d o s e s  (MHD) a n d  
i n c u b a t e d  w i t h  t h r i c e  w a s h e d  1 0 % ( v / v )  s h e e p  r e d  b l o o d  
c e l l s  (SRBC) i n  1 m l  v o l u m e s .  T h i s  w a s  i n c u b a t e d  a t  4 °C  
f o r  20  m in  w i t h  g e n t l e  s h a k i n g  a n d  t h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  
t w i c e  i n  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  b u f f e r  (CFB) r e s u s p e n d e d  t o  
1% ( v / v )  a n d  l a b e l l e d  " e r y t h r o c y t e  a n t i g e n "  ( E A ) . E a c h  
o f  t h e  e n z y m e ,  c o m p l e m e n t  m i x t u r e s  a n d  c o n t r o l s  d e s c r i b e d  
a b o v e  w e r e  d i s p e n s e d  i n t o  s i x  E p p e n d o r f f  t u b e s  ( P h i l i p  
H a r r i s  S c i e n t i f i c )  i n  1 0 ,  2 0 ,  4 0 ,  6 0 ,  80  a n d  100  p i
v o l u m e s  a n d  t h e  t o t a l  v o l u m e  w a s  m ad e  u p  t o  2 0 0  p i  w i t h  
CFB. T h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  w a s  SRBC s u s p e n d e d  i n  CFB 
a l o n e  (0% h a e m o l y s i s )  a n d  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  w a s  SRBC
Estimation of complement
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a n d  w a t e r  a l o n e  (100%  h a e m o l y s i s ) .  To t h i s  w a s  a d d e d  
50 p i  o f  EA a n d  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C  f o r  30 m i n ,  t h e  
v o l u m e  w a s  m ad e  u p  t o  1 m l  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  7 5 0  p i  o f  
C F B . T h e  t u b e s  w e r e  c e n t r i f u g e d  f o r  f i v e  m in  a t  l o w  
s p e e d  i n  a n  E p p e n d o r f f  m i c r o c e n t r i f u g e  ( A n d e r m a n  & C o . 
L t d )  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a s s a y e d  a t  
415nm  i n  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  A CH50 u n i t  w a s  d e f i n e d  a s  
t h e  a m o u n t  o f  c o m p l e m e n t  t h a t  c a u s e d  50% h a e m o l y s i s  o f  
a n t i b o d y  s e n s i t i z e d  SRBC. T h e  CH50 u n i t s / m l  f o r  e a c h  
r e a c t i o n  m i x t u r e  w a s  c a l c u l a t e d  b y  r e f e r e n c e  t o  a  o n e -  
p o i n t  g r a p h  o b t a i n e d  b y  p l o t t i n g  t h e  a b s o r b a n c e  (4 1 5 n m )  
o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  a n d  a p p l y i n g  t h e  v a l u e  i n  t h e  Von 
K r o n g h  e q u a t i o n  a s  f o l l o w s :
Y
x  = --------------
1 0 0  -  y
x  = a m o u n t  o f  s e r u m  a d d e d ,  y  = % h a e m o l y s i s
E s t i m a t i o n  o f  h u m a n  Ig G
T h e  e f f e c t  o f  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e  o f  h u m a n  Ig G  w a s  
d e t e r m i n e d .  T o  100  p i  o f  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  
s u p e r n a t a n t  ( 4 2 0  p g / m l  p r o t e a s e )  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
d i l u t e d  h u m an  Ig G  (NHS d i l u t e d  1 i n  1 0 0 )  o r  p u r i f i e d  Ig G  
( 1 0 0  p g / m l )  w a s  a d d e d  i n  a  s t e r i l e  g l a s s  t u b e .  T h e  
m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  a t  37 °C f o r  2 4 h  a n d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  Ig G  w a s  m o n i t o r e d  b y  a n  E L ISA  a s  
f o l l o w s :
G o a t  a n t i - h u m a n  Ig G  (G A H -IgG ) w a s  d i l u t e d  1 i n  1 0 0 0  
i n  c a r b o n a t e  b u f f e r  t o  g i v e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 p g / m l  
a n d  t h i s  w a s  u s e d  t o  c o a t  p o l y v i n y l  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s
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( T i s s u e  C u l t u r e  S e r v i c e s )  ( 1 0 0  p . l / w e l l )  a t  4 °C  o v e r n i g h t .  
A f t e r  i n c u b a t i o n ,  t h e  w e l l s  w e r e  e m p t i e d  a n d  t h e  p l a t e s  
w e r e  s t o r e d  a t  - 2 0 °C u n t i l  r e q u i r e d .  F o r  t h e  a s s a y ,  t h e  
p l a t e s  w e r e  r i n s e d  f o u r  t i m e s  w i t h  PBS T w e e n  (PB ST ) . E a c h  
o f  t h e  t e s t  s a m p l e  m i x t u r e s  w e r e  d i l u t e d  1 i n  2 5 0  i n  PBS 
a n d  e l e v e n  t w o - f o l d  d i l u t i o n s  o f  e a c h  w e r e  m ad e  i n  
s e p a r a t e  p l a t e s .  F i f t y  jjlI o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s  
t r a n s f e r r e d  t o  t h e  a n t i b o d y  c o a t e d  p l a t e  a n d  i n c u b a t e d  
f o r  1h  a t  3 7 °C .  T h e  w e l l s  w e r e  r i n s e d  f o u r  t i m e s  w i t h  
PBST a n d  1 0 0  p.1 o f  G o a t  a n t i - h u m a n  Ig G  a l k a l i n e
p h o s p h a t a s e  e n z y m e  (G A H IgG -A P) d i l u t e d  1 i n  1 0 0 0  i n  PBST 
w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l . T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  
3 7 ° C  f o r  1h  a n d  a f t e r  r i n s i n g ,  100  pJL o f  s u b s t r a t e  w a s  
a d d e d  a n d  t h e  p l a t e s  r e i n c u b a t e d  f o r  a n o t h e r  h o u r  a t  
3 7 °C .  T h e  a b s o r b a n c e  a t  405nm  w a s  r e a d  i n  a  M u l t i s k a n  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( T i t e r t e k  ICN F l o w ) .
P u r i f i c a t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  f r o m  s e r u m
Two E p p e n d o r f f  t u b e s ,  e a c h  c o n t a i n i n g  1 m l  s e r u m ,  
w e r e  s p u n  a t  h i g h  s p e e d  ( 1 3 0 0 0 g )  f o r  5 m i n .  T h e  s u p e r ­
n a t a n t s  w e r e  p o o l e d  t o g e t h e r  a n d  4 m l  o f  a c e t a t e  b u f f e r ,  
pH 4 . 0 ,  w a s  a d d e d  w i t h  m e c h a n i c a l  s t i r r i n g .  To t h i s  w a s  
a d d e d  150  j j l I  o f  c a p r y l i c  a c i d ,  d r o p - w i s e ,  t o  p r e c i p i t a t e  
t h e  p r o t e i n .  T h e  m i x t u r e  w a s  l e f t  s t i r r i n g  f o r  30 m in  a t  
r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  h i g h  s p e e d  f o r  
15 m i n .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  p a p e r  
(W h a tm a n  N o . 5 4 )  a n d  a d j u s t e d  t o  pH 7 . 0  w i t h  1M T r i s  
b u f f e r .  An e q u a l  v o l u m e  o f  s a t u r a t e d  am m onium  s u l p h a t e  
( 1 5 . 2 g / m l )  w a s  a d d e d  t o  p r e c i p i t a t e  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d
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t h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 h  a n d  
k e p t  c o l d  o n  i c e .  T h e  p r e c i p i t a t e  w a s  r e m o v e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 q  f o r  15 m in  a n d  t h e  d e p o s i t  w a s  
d i s s o l v e d  i n  0 . 7 5  m l  o f  c a r b o n a t e  b u f f e r  pH 9 . 2 .  T h e  
m i x t u r e  w a s  d i a l y s e d  a t  4 °C  o v e r n i g h t  a g a i n s t  tw o  c h a n g e s  
o f  c a r b o n a t e  b u f f e r ,  pH 9 . 2 .
T h e  a b s o r b a n c e  a t  280nm  o f  a  1 i n  50 d i l u t i o n  o f  t h e  
d i a l y s e d  i m m u n o g l o b u l i n  w a s  m e a s u r e d  a n d  t h e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
a b s o r b a n c e  x  d i l u t i o n  f a c t o r
I m m u n o g l o b u l i n  = ----------------------------------------------------------
( m g /m l )  1 . 4  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t
P r e p a r a t i o n  o f  a n t i b o d y  -  c o n j u g a t e
F l u r o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e  (F IT C )  w a s  k i n d l y  
p r o v i d e d  b y  D r .  D h a n  S a m u e l  o f  D i v i s i o n  o f  M i c r o b i o ­
l o g i c a l  R e a g e n t s  ( DMR) ,  PHLS, C o l i n d a l e ,  L o n d o n .  To 400  
mg o f  F I T C ,  8 0 0  p i  o f  d r y  a l c o h o l  w a s  a d d e d  t o  g i v e  F IT C  
a t  5 m g / m l .  T h i s  s o l u t i o n  w a s  s t o r e d  i n  t h e  d a r k
t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e  v o l u m e  o f  F IT C  r e q u i r e d  
w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
A n t i b o d y  v o l u m e  x  m g /m l
--------------------------------------------------  x  2 0 *  x  MW o f  F IT C
MW o f  Ig G
  1 * * *
F IT C  C onc x  1 0 0 0 * *
* r a t i o  o f  I g : F I T C  (1 i n  2 0 )
* *  t o  c o n v e r t  t o  p i
* * *  3 v o l u m e s  o f  F IT C
MW Ig G  = 170  x  1 0 3
MW FITC = 389.4
82
A 0 . 5  m l  v o l u m e  o f  a n t i b o d y  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  a  
g l a s s  v i a l  a n d  10 p i  o f  F IT C  s o l u t i o n  w a s  s l o w l y  a d d e d  
w i t h  m e c h a n i c a l  s t i r r i n g .  T h i s  w a s  k e p t  i n  t h e  d a r k  a n d  
tw o  f u r t h e r  a l i q u o t s  o f  10 p i  F IT C  w e r e  a d d e d  s u b ­
s e q u e n t l y  a t  5 - m i n  i n t e r v a l s . T h e  m i x t u r e  w a s  s t i r r e d  
f o r  1 h  u n t i l  t h e  c o l o u r  c h a n g e d  f r o m  y e l l o w  t o  o r a n g e .  A 
25M PD 10 S e p h a d e x  c o lu m n  w i t h  a  b e d  v o l u m e  o f  9 m l 
( P h a r m a c i a  B i o s y s t e m s  L t d )  w a s  b l o c k e d  w i t h  0 . 5  m l b o v i n e  
s e r u m  a l b u m i n  (BSA) a t  10  m g /m l  i n  PBS p l u s  0 .0 8 %  s o d i u m -  
a z i d e .  T h e  BSA w a s  t h e n  e l u t e d  w i t h  20 m l  o f  PB S. T h e  
c o n j u g a t i o n  m i x t u r e  w a s  a d d e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  w a s h e d  
w i t h  7 m l  o f  PBS w h i c h  w a s  c o l l e c t e d  i n  0 . 5  m l f r a c t i o n s .  
F r a c t i o n s  w i t h  a  y e l l o w  c o l o u r  w e r e  p o o l e d  a n d  t r a n s f e r ­
r e d  i n t o  a  c o n t a i n e r  w i t h  1 m l o f  g l y c e r o l  a s  a  
p r e s e r v a t i v e .  T h e  c o n j u g a t e  w a s  s t o r e d  a t  4 °C  i n  t h e  
d a r k  u n t i l  r e q u i r e d .
T h e  m o u s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a n t i - F I T C  H o r s e r a d i s h  
p e r o x i d a s e  c o n j u g a t e  ( a n t i - F I T C  HRPO) w a s  k i n d l y  p r o v i d e d  
b y  DMR, PHLS, C o l i n d a l e ,  L o n d o n .
E s t i m a t i o n  o f  f i b r o n e c t i n
A F I T C - a n t i  F IT C  E LISA  f o r  h u m an  f i b r o n e c t i n  w a s  
d e v e l o p e d .  An e q u a l  v o l u m e  o f  f i b r o n e c t i n  (1 m g /m l )  w a s  
m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  s u p e r ­
n a t a n t  c o n t a i n i n g  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e  a t  4 2 0  p g / m l  i n  
E p p e n d o r f f  t u b e s .  C o n t r o l s  w i t h  a n d  w i t h o u t  f i b r o n e c t i n  
w e r e  a l s o  i n c l u d e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C f o r  2 4 h ,  
e l e v e n  d o u b l i n g  d i l u t i o n s  o f  e a c h  m i x t u r e  w e r e  p r e p a r e d  
a n d  a n a l y z e d  f o r  r e s i d u a l  f i b r o n e c t i n  b y  a n  E L IS A .
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ELISA  p l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  100  p i  o f  a n t i -  
f i b r o n e c t i n  d i l u t e d  i n  c o a t i n g  b u f f e r .  T h e  p l a t e s  w e r e  
r i n s e d  w i t h  PBST a n d  100  p i  o f  t h e  t e s t  s a m p l e s  a b o v e  
w e r e  a d d e d .  A f t e r  1 h  i n c u b a t i o n  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e  
w e l l s  w e r e  r i n s e d  w i t h  PBST a n d  90 p i  o f  a n t i -  
f i b r o n e c t i n - F I T C  c o n j u g a t e  d i l u t e d  1 i n  1 2 , 0 0 0  i n  
b l o c k i n g  b u f f e r  w a s  a d d e d .  T h e  p l a t e s  w e r e  r e i n c u b a t e d  
a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  f o r  1 h  a n d ,  a f t e r  f u r t h e r  r i n s e s  w i t h  
PBST, 1 0 0  p i  o f  a n t i  F I T C - h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  (HRPO) 
d i l u t e d  1 i n  4 , 0 0 0  w a s  a d d e d .  F o l l o w i n g  a  f u r t h e r  
i n c u b a t i o n  o f  1 h ,  a n d  r i n s i n g ,  1 0 0  p i  o f  s u b s t r a t e  w a s  
a d d e d .  T h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  a f t e r  15 m in  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  50 p i  o f  2M H2SO4 t o  e a c h  w e l l  a n d  t h e  
a b s o r b a n c e  w a s  r e a d  a t  450  nm.
A l l  s a m p l e s  w e r e  r u n  i n  d u p l i c a t e  a n d  a n  a v e r a g e  o f  
t h e  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  w a s  t a k e n .  C o n t r o l s  o f  b a c k g r o u n d  
c o n s i s t e d  o f  PBS o r  c u l t u r e  m ed iu m  w i t h  a n t i - f i b r o n e c t i n ,  
a n t i - F I T C - H R P O  a n d  s u b s t r a t e .  T h e  a n t i - f i b r o n e c t i n - F I T C  
c o n j u g a t e  (1 i n  1 2 , 0 0 0 )  a n d  a n t i - F I T C - H R P O  (1 i n  4 , 0 0 0 )  
w e r e  c h o s e n  o n  t h e  b a s i s  o f  c h e c k e r b o a r d  t i t r a t i o n  
e x p e r i m e n t s  a t  v a r i o u s  f i b r o n e c t i n  c o n c e n t r a t i o n s .  I n  
a d d i t i o n ,  t h e  e f f e c t  o f  h i g h  b a c k g r o u n d  r e a d i n g s  o f  a n t i -  
f i b r o n e c t i n  F IT C  c o n j u g a t e  w a s  r e d u c e d  b y  d e c r e a s i n g  t h e  
s u b s t r a t e  i n c u b a t i o n  s t e p  f r o m  30 m in  t o  15 m i n .  T h i s  
g a v e  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  b e t w e e n  0 . 2  -  0 . 3  a n d  t h e
b a c k g r o u n d  r e a d i n g s  w e r e  u s u a l l y  <0 . 1 .
P u r i f i c a t i o n  o f  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s
P .  a e r u g i n o s a  w a s  g r o w n  i n  20 m l o f  e l a s t a s e  l i q u i d
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m e d iu m  i n  2 5 0  m l  c o n i c a l  f l a s k s  w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  rp m )  a t  
3 7 °C f o r  2 4 h .  T h e  c e l l s  w e r e  d e p o s i t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  3 0 0 0 g  f o r  30 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  m e m b r a n e -  
f i l t e r e d .  T h e  c r u d e  e n z y m e  w a s  d i a l y s e d  a g a i n s t  b u f f e r  
A o v e r n i g h t  a t  4 ° C .  T h e  p r o t e i n  c o n t e n t  w a s  m e a s u r e d  a n d  
p r o t e a s e  a n d  e l a s t a s e  a c t i v i t y  w a s  c o n f i r m e d  b y  p l a t e  
a s s a y s .  T h e  s a m p l e  w a s  s t o r e d  a t  - 7 0 ° C  b e f o r e  h i g h  
p r e s s u r e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (HPLC) w a s  p e r f o r m e d .
T h e  s a m p l e  w a s  a p p l i e d  t o  a  c o lu m n  o f  H y d r o p o r e - S - A X  
h i g h  p e r f o r m a n c e  a n i o n  e x c h a n g e  r e s i n  p r e - e q u i l i b r a t e d  
w i t h  b u f f e r  A. O ne h u n d r e d  p i  (2  mg p r o t e i n )  w a s  a p p l i e d  
a n d  60 f r a c t i o n s  ( 0 . 5  m l / m i n )  w e r e  c o l l e c t e d  o v e r  a  
g r a d i e n t  o f  0-2M  N a C l  i n  b u f f e r  B a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  
F r a c t i o n s  w e r e  s c r e e n e d  a t  2 8 0  nm a n d  p r o t e i n  p e a k s  w e r e  
t e s t e d  f o r  p r o t e a s e  a c t i v i t y .  H a e m o l y s i n  a c t i v i t y  w a s  
d e t e r m i n e d  o n  1 % s h e e p  r e d  c e l l s  a n d  c y t o t o x i n  a c t i v i t y  
w a s  a s s a y e d  b y  t h e  s l i d e  a d h e s i o n  m e t h o d  u s i n g  h u m an  
l e u c o c y t e s  a s  t a r g e t  c e l l s  ( H i r a y a m a  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
E x o t o x i n  A w a s  a s s a y e d  b y  t h e  F IT C  e x o t o x i n  A E L IS A . T h e  
f r a c t i o n s  w h i c h  s h o w e d  a l k a l i n e  p r o t e a s e  (AP) o n l y ,  
e l a s t a s e  (ELA) o n l y  o r  b o t h  a c t i v i t i e s  w e r e  p o o l e d  
t o g e t h e r  a n d  c o n c e n t r a t e d  f i v e  t i m e s  i n  C e n t r i c o n  (A m ic o n  
L t d )  PM 10 f i l t e r s .
S o d iu m  d o d e c y l  s u l p h a t e - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  
e l e c t r o p h o r e s i s  (SDS-PAGE) w a s  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  m e t h o d  
o f  L a e m m li  ( 1 9 7 0 )  i n  a  d i s c o n t i n u o u s  b u f f e r  s y s t e m  w i t h  
a  1 2 .5 %  a c r y l a m i d e  r e s o l v i n g  g e l .  T h e  r e s o l v i n g  g e l  
c o n t a i n e d  a c r y l a m i d e : b i s a c r y l a m i d e  ( 3 0 : 0 . 8 )  5 . 7  m l ,
85
r e s o l v i n g  g e l  b u f f e r  2 .1  m l ,  10% ( w / v )  SDS 0 . 2  m l ,  1 .5%  
( w / v )  am m onium  p e r s u l p h a t e  0 . 8  m l ,  d i s t i l l e d  w a t e r  8 . 5  
m l ,  pH 8 . 8 . T h e  g e l  s o l u t i o n  w a s  d e - g a s s e d  u n d e r  v a c u u m  
i n  a  fu m e  c u p b o a r d  f o r  15 m in  a n d  8 . 5  p i  TEMED (N 'N N  
t e t r a m e t h y l e t h y l e n e  d i a m i n e )  w a s  a d d e d  t o  t h e  m i x t u r e .  
A p p r o x i m a t e l y  8 m l  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  u s e d  t o  p o u r  a  g e l  
o f  90mm x  60mm o f  10mm t h i c k n e s s .  A s m a l l  v o l u m e  ( 1 . 0  
m l )  o f  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  g e n t l y  r u n  o n t o  t h e  t o p  o f  t h e  
g e l  a n d  p o l y m e r i s a t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  t a k e  p l a c e  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  30 m i n .  T h e  s t a c k i n g  g e l  w a s  5% 
a c r y l a m i d e  a n d  c o n t a i n e d  a c r y l a m i d e : b i s a c r y l a m i d e
( 3 0 : 0 . 8 )  1 . 6  m l ,  s t a c k i n g  g e l  b u f f e r  2 . 5  m l ,  10% ( w / v )  
SDS 0 .1  m l ,  1 .5 %  ( w / v )  am m onium  p e r s u l p h a t e  0 . 5  m l ,
d i s t i l l e d  w a t e r  5 . 3  m l ,  pH 6 . 8 . T h e  s o l u t i o n  w a s  d e ­
g a s s e d  f o r  15 m in  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  8 . 5  p i  o f  TEMED. 
T h e  w a t e r  w a s  r e m o v e d  f r o m  t h e  p o l y m e r i s e d  r e s o l v i n g  g e l  
a n d  a p p r o x i m a t e l y  5 m l  o f  s t a c k i n g  g e l  s o l u t i o n  w a s  
s l o w l y  p i p e t t e d  a n d  a  p e r s p e x  " c o m b "  (90mm x  20mm a n d  
1 0  mm t h i c k )  w a s  p u t  i n  p l a c e  t o  f o r m  t h e  s a m p l e  w e l l s .  
T h e  g e l  w a s  a l l o w e d  t o  s e t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  30 m in  
a n d  t h e  c o m b ,  g a s k e t  a n d  c l i p s  w e r e  r e m o v e d  a n d  t h e  g e l  
w a s  c l a m p e d  t o  a n  e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k ,  c o n t a i n i n g  r e s e r ­
v o i r  b u f f e r .  T e n  p i  ( s a m p l e  p l u s  30 p i  o f  s a m p l e  b u f f e r -  
b o i l e d  f o r  15 m in )  s a m p l e s  w e r e  a p p l i e d  t o  t h e  w e l l s  i n  
t h e  s t a c k i n g  g e l  w i t h  a  H a m i l t o n  s y r i n g e  ( S i g m a ) .  
E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  a  c o n s t a n t  c u r r e n t  o f  
30  mA p e r  g e l  a t  5 0 - 2 0 0  V a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  u n t i l  t h e  
b r o m o p h e n o l  m a r k e r  d y e  h a d  m i g r a t e d  w i t h i n  1 cm o f  t h e
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L y o p h i l i s e d  s t a n d a r d s  f o r  m o l e c u l a r  w e i g h t  
c a l c u l a t i o n  ( B i o - R a d )  w e r e  m y o s i n - 2 0 0  k d ,  ( 3 - g a l a c t o s i d -  
a s e - 1 1 6  k d ,  p h o s p h o r y l a s e  B - 9 7  k d ,  s e r u m  a l b u m i n - 6 6  k d ,  
o v a l b u m i n - 4 5  k d ,  c a r b o n i c  a n h y d r a s e - 3 1  k d ,  t r y p s i n  
i n h i b i t o r - 2 1 . 5  k d  a n d  l y s o z y m e - 1 4 . 3  k d .  T h e  s t a n d a r d s  
w e r e  r e c o n s t i t u t e d  i n  s a m p l e  b u f f e r  a n d  5 p i  o f  t h e  
m i x t u r e  w a s  a p p l i e d  t o  e a c h  g e l .
T h e  g e l s  w e r e  s t a i n e d  f o r  30 m in  w i t h  0 .1 %  C o o m a s s i e  
b l u e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  d e s t a i n e d  a t  ro o m  
t e m p e r a t u r e  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n .  P i e c e s  o f  s p o n g e  
fo a m  w e r e  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  t o  a c c e l e r a t e  t h e  r e m o v a l  
o f  t h e  s t a i n .  T h e  d e s t a i n  w a s  c h a n g e d  a t  l e a s t  t w i c e .  
T h e  g e l s  w e r e  p h o t o g r a p h e d  w i t h  t r a n s m i t t e d  l i g h t .  
C a p t u r e  E LISA  f o r  E x o t o x i n  A
An F I T C - a n t i - F l T C  E LISA  w a s  d e v e l o p e d  t o  d e t e c t  
e x o  t o x i n  A i n  c r u d e  e x t r a c t s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a n d  
c l i n i c a l  s p e c i m e n s .  C r u d e  e x o t o x i n  A w a s  p r o d u c e d  b y  
i n o c u l a t i n g  a  d r o p  o f  a  7 h  b r o t h  c u l t u r e  i n t o  3 m l  o f  
e x o t o x i n  A m ed iu m  i n  g l a s s  u n i v e r s a l s .  A f t e r  i n c u b a t i o n  
f o r  1 8 h  a t  3 2 °C  w i t h  c o n s t a n t  a g i t a t i o n  ( 1 5 0  r p m ) ,  t h e  
c e l l s  w e r e  d e p o s i t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 g  f o r  25 
m i n .  E a c h  s u p e r n a t a n t  w a s  f i l t e r e d  a n d  s t o r e d  a t  - 7 0 °C 
u n t i l  r e q u i r e d .  A 0 . 5  m l  v o l u m e  o f  t h e  a n t i - e x o t o x i n  A 
a n t i b o d y  (ATA-Ab) ( a  g i f t  f r o m  D r .  S .  C r y z ,  S w i s s  S e ru m  
I n s t i t u t e ,  B e r n e ,  S w i t z e r l a n d )  p r e c i p i t a t e d  w i t h  c a p r y l i c  
a c i d  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  w a s  c o n j u g a t e d  t o  a n  e q u a l  
v o l u m e  o f  5 m g /m l  F I T C .  P o l y v i n y l  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s
bottom of the gel.
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w e r e  c o a t e d  w i t h  1 2 0  p i  o f  p u r i f i e d  (ATA -A b) a t  20  p l / m l  
i n  PBS a n d  k e p t  a t  4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .
M i d s t r e a m  u r i n e  (MSU) s a m p l e s  f r o m  n o n - l e u k a e m i c  
p a t i e n t s  t h a t  y i e l d e d  > 1 0 5 o r g a n i s m s / m l  o f  P .  a e r u g i n o s a  
w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 0 0  g  f o r  15 m in ,  m e m b r a n e - f i l t e r e d  
a n d  s t o r e d  a t  - 7 0 °C u n t i l  r e q u i r e d .  B r o n c h i a l  a l v e o l a r  
l a v a g e  (BAL) s p e c i m e n s  w e r e  t r e a t e d  i n  a  s i m i l a r  m a n n e r .
F o u r  s e t s  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  e x o t o x i n  
A ( u n d i l u t e d ,  5 x ,  2 5 x ,  1 2 5 x )  a n d  p u r e  a n t i t o x i n  A
( s t a r t i n g  w i t h  5 0 0  p g )  w e r e  p r e p a r e d  i n  PBS i n  150  p i  
v o l u m e s  i n  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s .  U r i n e  a n d  BAL w e r e  
t e s t e d  u n d i l u t e d  a n d  100  p i  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  a d d e d  t o  
t h e  r i n s e d  a n t i b o d y  c o a t e d  p l a t e s . N e g a t i v e  c o n t r o l s  
i n c l u d e d  PBS a n d  e x o t o x i n  A m e d iu m .  A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  
ro o m  t e m p e r a t u r e ,  t h e  w e l l s  w e r e  w a s h e d  t h r e e  t i m e s  i n  
PBST a n d  90 p i  o f  t h e  p u r i f i e d  ATA-Ab, c o n j u g a t e d  t o  F IT C  
a n d  d i l u t e d  1 i n  8 , 0 0 0  i n  b l o c k i n g  b u f f e r ,  w a s  a d d e d .  
T h e  p l a t e s  w e r e  r e i n c u b a t e d  f o r  1 h ,  w a s h e d  i n  PBST a n d  
10 0  p i  o f  d i l u t e d  a n t i - F I T C  HRPO c o n j u g a t e  (1 i n  8 , 0 0 0 )  
w a s  a d d e d .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  f o r  1 h  a n d  w a s h i n g ,  100  
p i  o f  s u b s t r a t e  b u f f e r  w a s  a d d e d  a n d  t h e  p l a t e  w a s  
r e i n c u b a t e d  f o r  30 m i n .  R e a c t i o n s  w e r e  s t o p p e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  50  p i  o f  2M H2S 0 4 t o  e a c h  w e l l  a n d  t h e  
a b s o r b a n c e  o f  t h e  e n d  p r o d u c t s  w a s  r e a d  a t  4 5 0  nm.
C a p t u r e  E L ISA  f o r  A n t i  E x o t o x i n  A
A F I T C - a n t i - F I T C  c a p t u r e  ELISA  w a s  d e v e l o p e d  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  ATA-Ab i n  s e r u m .  To c o n f i r m  t h a t  p a t i e n t
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Ig G  b o u n d  t o  t h e  p r i m a r y  a n t i h u m a n  Ig G  a n t i b o d y ,  i t  w a s  
n e c e s s a r y  t o  p e r f o r m  tw o  d i f f e r e n t  a s s a y s  o n  t h e  s a m e  
s a m p l e  b u t  w i t h  d i f f e r e n t  c o n j u g a t e s  ( a n t i t o x i n  A - F I T C -  
HRPO a n d  a n t i  I g G - a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e ) .
F o r  b o t h  a s s a y s ,  p o l y v i n y l  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s  
w e r e  c o a t e d  w i t h  100  p i  o f  g o a t  a n t i - h u m a n  Ig G  (GAH- 
I g G ) a t  20 p g / m l  i n  PBS p l u s  0 .0 2 %  t h i o m e r s a l  a n d  k e p t  a t  
4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .  S e ru m  s a m p l e s  w e r e  d i l u t e d  1 i n  1 0 0 0  
i n  PBST a n d  f r o m  t h i s  e l e v e n  d o u b l i n g  d i l u t i o n s  w e r e  
p r e p a r e d  a s  b e f o r e .  A 1 0 0  p i  q u a n t i t y  o f  e a c h  d i l u t i o n  
w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  tw o  s e p a r a t e  a n t i b o d y - c o a t e d  p l a t e s  
a n d  t h e  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  E LISA  w a s  c a r r i e d  o u t  o n  o n e  
p l a t e  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .  T h e  c a p t u r e  E LISA  w a s  
p e r f o r m e d  o n  t h e  s e c o n d  p l a t e  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  
m o d i f i c a t i o n s :  t h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C ;  t h e
e x o t o x i n  A -F IT C  c o n j u g a t e  w a s  d i l u t e d  t o  1 i n  4 , 0 0 0 ;  t h e  
c o n j u g a t e s  w e r e  d i l u t e d  i n  b l o c k i n g  b u f f e r  w i t h o u t  n o r m a l  
r a b b i t  s e r u m  ( NRS) ;  a n d  t h e  r e a c t i o n  t i m e  w a s  15 m i n .  
C o m p e t i t i o n  ELISA
A c o m p e t i t i o n  F I T C - a n t i - F I T C  E LISA  w a s  d e v e l o p e d  t o  
m e a s u r e  t h e  l e v e l s  o f  e x o t o x i n  A i n  s e r u m  o f  p a t i e n t s . 
E x o t o x i n  A o f  P .  a e r u g i n o s a  w a s  u s e d  a s  a  s t a n d a r d  a n d  
w a s  a  g i f t  f r o m  D r .  S .  C r y z ,  S w i s s  S e ru m  I n s t i t u t e ,  
B e r n e ,  S w i t z e r l a n d .  E x o t o x i n  A w a s  c o n j u g a t e d  t o  F IT C  a s  
d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y .
F o r  t h e  E L IS A , 120  p i  o f  t e s t  s a m p l e  a n d / o r  e x o t o x i n  
A d i l u t i o n s  (11 d i l u t i o n s  p r e p a r e d  i n  p o o l e d  NHS s t a r t i n g
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w i t h  4 , 0 0 0  n g / m l  e x o t o x i n  A) w e r e  m i x e d  w i t h  a n  e q u a l  
v o l u m e  o f  e x o t o x i n  A -F IT C  c o n j u g a t e  ( d i l u t e d  1 i n  5 , 0 0 0  
i n  P B S T ) .  A 100  p i  v o l u m e  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  a  p r e ­
w a s h e d  ATA-Ab c o a t e d  ( 2 0  p g / m l )  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e  a n d  
t h e  F I T C - a n t i - F I T C  E LISA  w a s  c a r r i e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d .  T h e  a n t i - F I T C - H P R O  w a s  d i l u t e d  1 i n  2 0 0 0  f o r  
u s e .  A l l  t e s t s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  d u p l i c a t e  a n d  t h e  
l e v e l s  o f  e x o t o x i n  A i n  t h e  t e s t  s a m p l e s  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  s t a n d a r d  c u r v e .
S p e c i f i c i t y  o f  t h e  t e s t  w a s  c o n f i r m e d  b y  i n c u b a t i n g  
v a r i o u s  p r o t e i n s  ( e . g .  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n ,  g e l a t i n ,  a 2 
m a c r o g l o b u l i n )  w i t h  e x o t o x i n  A -F IT C  c o n j u g a t e  p r i o r  t o  
t r a n s f e r  o f  1 0 0  p i  v o l u m e s  t o  ELISA  p l a t e s .
C y t o t o x i n
I s o l a t i o n  o f  l e u c o c y t e s .  T h e  d i f f e r e n t i a l  c e n t r i f u g a t i o n  
m e t h o d  o f  E g g l e t o n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 9 )  w a s  u s e d  t o  p r e p a r e  
n e u t r o p h i l s  f r o m  v o l u n t e e r s .  B r i e f l y ,  4 m l  o f  v e n o u s  
b l o o d  w a s  t a k e n  i n  p o t a s s i u m  EDTA t u b e s  a n d  a d d e d  t o  16 
m l  o f  c o l d  ( 4 ° C )  i s o t o n i c  am m onium  c h l o r i d e ,  m i x e d  w e l l  
a n d  h e l d  f o r  15 m in  a t  4 ° C .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 6 0 g ,  
f o r  1 0 m in  i n  p l a s t i c  c o n i c a l - b o t t o m e d  s t e r i l e  u n i v e r s a l s  
(25mm x  90m m ), t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  a n d  t h e  
p e l l e t  w a s  g e n t l y  r e s u s p e n d e d  i n  10 m l  o f  H a n k s 1 
s o l u t i o n .  T h e  g r a n u l o c y t e s  w e r e  d e p o s i t e d  b y  c e n t r i f u ­
g a t i o n  a t  5 5 g  f o r  10 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  w a s  
c a r e f u l l y  d i s c a r d e d .  T h e  c e l l  p e l l e t  w a s  w a s h e d  f o r  a  
s e c o n d  t i m e  i n  5 m l  o f  H a n k s '  f o r  5 m in  a t  5 5 q  a n d  h e l d
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a t  4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .  To  1 0 0  p i  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  
l e u c o c y t e s  (PM N), 20 p i  o f  t r y p a n  b l u e  (2% v / v ;  BDH) a n d  
80  p i  o f  H a n k s '  w a s  a d d e d  a n d  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  ro o m  
t e m p e r a t u r e  f o r  5 m i n ,  u n s t a i n e d  ( l i v e )  c e l l s  w e r e  
c o u n t e d  i n  a  m o d i f i e d  F u c h s - R o s e n t h a l  h a e m o c y t o m e t e r . 
T h e  n u m b e r  o f  v i a b l e  c e l l s  i n  f i v e  l a r g e  s q u a r e s  w a s  
m u l t i p l i e d  b y  2 ( d i l u t i o n  f a c t o r )  t o  o b t a i n  t h e  n u m b e r  o f  
c e l l s  p e r  mm3 .
P r e p a r a t i o n  o f  c r u d e  c y t o t o x i n
I s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w e r e  g r o w n ,  w i t h  g e n t l e  
r o t a t i o n ,  i n  g l a s s  u n i v e r s a l s  c o n t a i n i n g  2 m l  o f  TSB a t  
3 7 ° C  f o r  t h r e e  d a y s .  T h e  c e l l s  w e r e  d e p o s i t e d  b y  
c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 0 0 0 q  f o r  10 m in  a n d  t h e  s u p e r n a t a n t  
w a s  f i l t e r e d  a n d  s t o r e d  a t  4 °C  u n t i l  r e q u i r e d .
F o r  a s s a y ,  2 0 0  p i  o f  c r u d e  c y t o t o x i n  w e r e  a d d e d  t o  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  l e u c o c y t e  s u s p e n s i o n  
( a p p r o x i m a t e l y  2 5 0 0  c e l l s / m m 3 ) i n  a  p l a s t i c  b i j o u x  
(20mm x  50m m ). N e g a t i v e  c o n t r o l s  i n c l u d e d  H a n k s '  a n d  
TSB . A f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 7 °C i n  a  s h a k i n g  w a t e r  b a t h ,  
c o u n t s  o f  PMN w e r e  p e r f o r m e d  a t  1 5 ,  30 a n d  60 m in  i n
d i s p o s a b l e  c o u n t i n g  c h a m b e r s  (Kova® s l i d e s ;  B i o - S t a t  
D i a g n o s t i c  L t d )  u n d e r  t h e  l i g h t  m i c r o s c o p e .  T h e  n u m b e r  
o f  m o r p h o l o g i c a l l y  i n t a c t  l e u c o c y t e s  w e r e  r e c o r d e d  i n  
s e v e n  h i g h  p o w e r  ( x 4 0 )  f i e l d s  a n d  t h i s  w a s  m u l t i p l i e d  b y  
10 t o  o b t a i n  t h e  n u m b e r  o f  c e l l s  p e r  mm3 . A 100  p i  o f  
s a m p l e  w a s  a l s o  s i m u l t a n e o u s l y  t a k e n  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  
" c y t o s p i n "  s l i d e s  ( S h a n d o n  S o u t h e r n  P r o d u c t s  L t d ) .  T h e  
s l i d e s  w e r e  d r i e d  a n d  s t a i n e d  w i t h  " P r o - D i f "  ( B r a i d w o o d
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L a b o r a t o r i e s )  f o r  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  a n d  m o r p h o l o g y  o f  
l e u c o c y t e s .
P u r i f i c a t i o n  o f  c y t o t o x i n
A s t r a i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  w a s  g r o w n  i n  20 m l  o f  TSB 
i n  a  2 5 0  m l  c o n i c a l  f l a s k  w i t h  s h a k i n g  ( 1 0 0  rp m )  a t  3 7 ° C  
o v e r n i g h t .  A l l  p u r i f i c a t i o n  p r o c e d u r e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  
a t  4 ° C ,  e x c e p t  f a s t  p r o t e i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( F P L C ) ,  
w h i c h  w a s  p e r f o r m e d  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e .  T h e  
b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  d e p o s i t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
1 4 , 0 0 0 g  a n d  w a s h e d  t w i c e  i n  PBS c o n t a i n i n g  0.8mM M gC l2 . 
T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  10 m l  o f  20mM s o d i u m  
p h o s p h a t e  b u f f e r  pH 7 . 0  c o n t a i n i n g  0 . 1 mM N a C l  a n d  1mM 
EDTA. T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  s o n i c a t e d  ( S o n i p r e p ,  MSE) a t  
a n  a m p l i t u d e  o f  1 2 - 1 4  m i c r o n s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  1 4 , 0 0 0 g  
f o r  30  m in  t o  r e m o v e  u n b r o k e n  c e l l s .  S t r e p t o m y c i n  
( P h a r m a c y ,  R o y a l  F r e e  H o s p i t a l )  a t  1 m g /m l  w a s  a d d e d  
d r o p w i s e  t o  t h e  e x t r a c t  u n t i l  p r e c i p i t a t i o n  w a s  o b s e r v e d  
a n d  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  c l a r i f i e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
1 4 , 0 0 0 g  f o r  1h  t o  r e m o v e  DNA a n d  RNA. T h e  t o t a l  p r o t e i n  
c o n t e n t  w a s  m e a s u r e d  a n d  PMN c y t o t o x i n  a c t i v i t y  w a s  
c o n f i r m e d  b y  t h e  s l i d e  a d h e s i o n  a s s a y  o f  H i r a y a m a  a n d  
c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 3 )  a s  f o l l o w s :
An a l i q u o t  (2 0  p i )  o f  PMN s u s p e n s i o n  w a s  p l a c e d  o n  
a  m u l t i s p o t  m i c r o s c o p e  s l i d e  c o a t e d  w i t h  PTFE (CA H e n d l e y  
E s s e x  L t d )  a n d  k e p t  f o r  30  m in  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  i n  a  
m o i s t  c h a m b e r  t o  a l l o w  PMN a d h e r e n c e  t o  t h e  g l a s s .  T h e  
s l i d e  w a s  t h e n  g e n t l y  w a s h e d  w i t h  PBS, b l o t t e d  d r y  w i t h  
t i s s u e  p a p e r ,  a n d  20 p i  o f  e n z y m e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e
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s p o t .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  1 h  a t  3 7 °C i n  a  m o i s t  c h a m b e r ,  
m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  o f  PMNs w e r e  o b s e r v e d  w i t h  p h a s e -  
c o n t r a s t  m i c r o s c o p y  ( Z e i s s ) .
FPLC
T h e  s a m p l e  ( 1 0 0  p i  -  1 mg p r o t e i n )  w a s  a p p l i e d  t o  a  
Mono Q h i g h  r e s o l u t i o n  5 / 5  a n i o n  e x c h a n g e  c o lu m n  
e q u i l i b r a t e d  w i t h  b u f f e r  A . T h i r t y  f r a c t i o n s  w e r e  
s c r e e n e d  a t  2 8 0  nm o v e r  a  g r a d i e n t  o f  1 . 0M N a c l  i n  b u f f e r  
B , a n d  f o u r  m a j o r  p e a k s  ( I - I V )  o f  a b s o r b a n c e  w e r e  p o o l e d  
t o g e t h e r  a n d  c o n c e n t r a t e d  a p p r o x i m a t e l y  50 t i m e s  i n  
c e n t r i c o n  PM 10 f i l t e r s  ( A m i c o n ) .
H a e m o l y s i n
Q u a l i t a t i v e  A l l  i s o l a t e s  w e r e  s c r e e n e d  f o r  h a e m o l y s i n  
p r o d u c t i o n  o n  n u t r i e n t  a g a r  c o n t a i n i n g  r e d  b l o o d  c e l l s  
f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  i n c l u d i n g  7 .0 %  ( v / v )  h o r s e  b l o o d ,  
5 .0 %  ( v / v )  s h e e p  b l o o d  a n d  5 .0 %  ( v / v )  h u m a n  "O " r e d  c e l l  
s u s p e n s i o n .  A l l  r e d  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  
i n  s t e r i l e  s a l i n e  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  3 , 0 0 0 q  f o r  15 m in ;  
a f t e r  t h e  f i n a l  w a s h ,  t h e y  w e r e  p a c k e d  a n d  t h e  c e l l  
s u s p e n s i o n  w a s  a d d e d  t o  a g a r  a t  5 0 °C t o  t h e  r e q u i r e d
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  a g a r  w a s  m i x e d  g e n t l y  a n d  10 m l -
v o l u m e  p l a t e s  w e r e  p o u r e d .  A f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  24  t o  
4 8 h  a t  3 7 °C , h a e m o l y s i s  w a s  r e c o r d e d .
Q u a n t i t a t i v e . H a e m o l y t i c  t i t r e s  o f  t h e  f i l t e r e d  
s u p e r n a t a n t s  o f  b r o t h  c u l t u r e s  o f  e a c h  s t r a i n  w e r e  
e x a m i n e d .  D o u b l i n g  d i l u t i o n s  o f  f i l t r a t e s  i n  0 . 5  m l
v o l u m e s  r a n g i n g  f r o m  u n d i l u t e d  t o  1 i n  1 2 8  w e r e  m ad e  i n
0 .1M  PBS pH 5 . 9 .  P a c k e d ,  w a s h e d  s h e e p  r e d  c e l l s  w e r e
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s u s p e n d e d  t o  1 .0%  ( v / v )  a n d  5 0 0  p i  o f  t h i s  w a s  a d d e d  t o  
a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  f i l t r a t e  i n  "U" w e l l  m i c r o t i t r e  
t r a y s  ( S t e r i l i n ) .  T h e  t r a y s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  
2 h  a n d  e x a m i n e d  v i s u a l l y  f o r  h a e m o l y s i s  o f  t h e  s h e e p  
c e l l s . C o n t r o l s  i n c l u d e d  PBS a n d  r e d  c e l l  s u s p e n s i o n  
( n e g a t i v e ) ,  a s  w e l l  a s  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  r e d  c e l l s  
( p o s i t i v e ) . T h e  t i t r e  w a s  t a k e n  a s  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  
t h a t  g a v e  h a e m o l y s i s  e q u a l  t o  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l .  
S u p e r n a t a n t s  s h o w i n g  h a e m o l y t i c  a c t i v i t y  w e r e  b o i l e d  f o r  
10 m in  a n d  a s s a y e d  u n d i l u t e d  t o  d e t e r m i n e  h e a t  l a b i l i t y .
L e c i t h i n a s e
Q u a l i t a t i v e . E g g  y o l k  a g a r  p l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  
a  s t r e a k  o f  t h e  s t r a i n  u n d e r  t e s t .  F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  
a t  3 7 °C i n  a  l a r g e  p l a s t i c  b a g ,  t h e  p l a t e s  w e r e  e x a m i n e d  
d a i l y  f o r  u p  t o  f i v e  d a y s  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a  t u r b i d  
z o n e  a r o u n d  t h e  b a c t e r i a l  g r o w t h .
Q u a n t i t a t i v e . To 90 m l o f  0 . 0 5  M H e p e s  b u f f e r  ( G i b c o )  pH 
7 . 2 ,  6 . 0  m l o f  e g g  y o l k  e m u l s i o n  w a s  a d d e d .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  c l a r i f i e d  w i t h  5 m l  o f  20% ( w / v )  N a C l  a n d  f i l t e r e d  
t h r o u g h  a  0 . 4 5  pm f i l t e r .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  d i l u t e d  i n  
d o u b l i n g  d i l u t i o n s  o f  0 . 5  m l  i n  H e p e s  b u f f e r  i n  s t e r i l e  
c a p p e d  g l a s s  t u b e s  a n d  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  t h e  e g g  y o l k  
s o l u t i o n  w a s  a d d e d  t o  e a c h  d i l u t i o n .  T h e  t u b e s  w e r e  
i n c u b a t e d  a t  3 7 °C f o r  2 h  a n d  t h e  h i g h e s t  d i l u t i o n  s h o w i n g  
t u r b i d i t y  w a s  t a k e n  a s  t h e  t i t r e  o f  l e c i t h i n a s e  e n z y m e  
a c t i v i t y .  T h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  w a s  a  f i l t r a t e  o f  a  
s t r a i n  o f  C l o s t r i d i u m  p e r f r i n g e n s  (NCTC 8 2 3 7 ) .
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P h o s p h o l i p a s e  C a s s a y
T h e  m e t h o d  o f  B e r k a  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  w a s  u s e d  f o r  t h e  
e s t i m a t i o n  o f  p h o s p h o l i p a s e  C a c t i v i t y .  T h e  p r i n c i p l e  i s  
b a s e d  o n  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  y e l l o w  c h r o m o g e n ,  
p - n i t r o p h e n o l ,  a f t e r  h y d r o l y s i s  o f  p - n i t r o p h e n y l  
p h o s p h o r y l c h o l i n e  (NPPC) b y  p h o s p h o l i p a s e  C .
NPPC + P h o s p h o l i p a s e  -------------------- > p - n i t r o p h e n o l
( c o l o u r l e s s )  ( y e l l o w )
T h r e e  i s o l a t e d  c o l o n i e s  f r o m  5% ( v / v )  s h e e p  b l o o d  a g a r  
p l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  i n t o  5 m l o f  t r y p t o s e  m i n n i m a l  
m e d iu m  (TMM). T h e  c u l t u r e  w a s  s h a k e n  a t  1 0 0  rp m  a t  3 2 °C  
f o r  2 4 h  a n d  t h e  a b s o r b a n c e  o f  a  100  p i  s a m p l e  a t  5 4 0  nm 
w a s  d e t e r m i n e d .  C e l l s  w e r e  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  
3 0 0 0 g  f o r  20 m i n ,  a n d  10 p i  o f  t h e  c l e a r  s u p e r n a t a n t  
f l u i d  w a s  a d d e d  t o  90  p i  o f  NPPC r e a g e n t  i n  a  m i c r o t i t r e  
p l a t e .  T h e  t r a y  w a s  i n c u b a t e d  a t  3 7 °C f o r  1 h  a n d  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  405nm  w a s  m e a s u r e d .  P h o s p h o l i p a s e  C 
a c t i v i t y  w a s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :
a b s o r b a n c e  a t  405nm
p h o s p h o l i p a s e  C = __________________________
a b s o r b a n c e  a t  540nm
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I d e n t i f i c a t i o n
F o r  c o n v e n i e n c e ,  t h e  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  w e r e  d i v i d e d  i n t o  t h r e e  g r o u p s .  G r o u p  I  
i n c l u d e d  t h o s e  f r o m  t h e  b l o o d  o f  t h e  l e u k a e m i a  p a t i e n t s ;  
G r o u p  I I ,  i s o l a t e s  f r o m  v a r i o u s  s u r v e i l l a n c e  b o d y  s i t e s  
o f  o t h e r  l e u k a e m i c  p a t i e n t s ;  a n d  G r o u p  I I I ,  w e r e  f r o m  
v a r i o u s  c l i n i c a l  s i t e s  o f  i m m u n o c o m p e t e n t  p a t i e n t s .
T h e  p r o d u c t i o n  o f  p y o c y a n i n  o n  K i n g ' s  "A" m ed iu m  w a s  
c o n s i d e r e d  t o  b e  d i a g n o s t i c  o f  P .  a e r u g i n o s a . O f  a  t o t a l  
o f  1 5 7  i s o l a t e s  e x a m i n e d ,  1 0 5 ( 6 7 %)  p r o d u c e d  t h i s  p i g m e n t .  
T a b l e  4 s h o w s  t h e  f r e q u e n c y  o f  p y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  b y  
t h e  i s o l a t e s .  P y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  w a s  n o t  a  c o n s t a n t  
f e a t u r e  o f  a l l  i s o l a t e s  e x a m i n e d .  O n ly  h a l f  o f  G r o u p  I I  
i s o l a t e s  p r o d u c e d  t h e  p i g m e n t ,  w h i l e  76% a n d  69% o f  
G r o u p  I  a n d  I I I ,  r e s p e c t i v e l y ,  w e r e  p y o c y a n i n  p o s i t i v e .  
T h e r e  w a s  a  s t a t i s t i c a l  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  f o r  
p y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  b e t w e e n  b l o o d  a n d  b o d y  s i t e  i s o l a t e s  
f r o m  l e u k a e m i a  p a t i e n t s  ( x 2 5 . 2 ,  p  = 0 . 0 5 ) .
O v e r a l l ,  5 2 ( 3 3 %)  o f  t h e  s t r a i n s  f a i l e d  t o  p r o d u c e  
p y o c y a n i n .  T h e s e  w e r e  t h e r e f o r e  e x a m i n e d  i n  a  s e t  o f  
b i o c h e m i c a l  t e s t s  t o  c o n f i r m  t h e i r  i d e n t i t y .  T a b l e  5 
g i v e s  t h e  v a r i o u s  p a t t e r n s  o f  b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  
o b t a i n e d  a n d  s h o w s  t h a t  o f  t h e  6 p a t t e r n s  r e c o g n i z e d ,  2 
a c c o u n t e d  f o r  43 i s o l a t e s .  T h e  l a t t e r  tw o  p a t t e r n s  
d i f f e r e d  o n l y  b y  u r e a s e  p r o d u c t i o n .
A l l  i s o l a t e s  u t i l i s e d  e t h a n o l ,  g l u c o s e  a n d  o n e  w a s  
m a n n i t o l  n e g a t i v e .  N o n e  p r o d u c e d  a c i d  f r o m  d u l c i t o l  a n d  
m a l t o s e .
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Table 4
Pyocyanin production by isolates of P. aeruginosa
^Groups No. of 
isolates
Positive
Pyocyanin 
(%) Negative (%)
I 52 40 (76) 12 (24)
II 50 27 (54) 23 (46)
III 55 38 (69) 17 (31)
Total 157 105 (67) 52 (33)
*Group I 
Group II
: leukaemic patients - 
: leukaemic patients -
blood isolates 
- body sites
Group III : other patients - various sites
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Biochemical reactions of non-pigmented isolates of P.aeruginosa 
Test Pattern
Table 5
1 2 3 4 5 6
Ethanol ASS + + + + 4* +
Glucose ASS + Hh + + + +
Mannitol ASS + ± + + - +
Dulcitol ASS - - - - - -
Maltose ASS - - - - - -
Arginine deaminase + + + + + +
Urease + - ± - - +
Nitrate reductase + + + + + -
Nitrite reductase + + + + + +
Growth at 42°C + + + + + 4*
Growth at 4°C - - - - - -
Total 29 1 5 14 1 2
ASS = Ammonium Salt Sugar 
+ = Strong positive
± = Weak positive
= Negative
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A l l  i s o l a t e s  d e a m i n a t e d  a r g i n i n e  a n d  g r e w  a t  4 2 °C 
b u t  f a i l e d  t o  g r o w  a t  4 ° C .  Two i s o l a t e s  d i d  n o t  r e d u c e  
n i t r a t e  t o  n i t r o g e n  g a s  b u t  a l l  r e d u c e d  n i t r a t e  t o  
n i t r i t e .  U r e a s e  p r o d u c t i o n  w a s  v a r i a b l e  b u t  f i v e  i s o l a t e s  
c o n s i s t e n t l y  p r o d u c e d  a  w e a k  r e a c t i o n  i n  t h i s  t e s t .  
S e r o t y p e / p h a o e  t y p e
T h e  c o l l e c t i o n  o f  i s o l a t e s  w e r e  s e r o t y p e d  b y  s l i d e  
a g g l u t i n a t i o n  w i t h  17 IATS a n t i s e r a .  O f  t h e  157  i s o l a t e s  
e x a m i n e d ,  1 4 4  ( 92%)  w e r e  t y p a b l e  b y  0 a n t i s e r a .  E i g h t  
(5%)  w e r e  n o n - t y p a b l e  a n d  e a c h  o f  t h e s e  w e r e  c o n f i r m e d  b y  
f u r t h e r  t e s t i n g  t o  b e  P .  a e r u g i n o s a . F i v e  i s o l a t e s  
( 3 . 4 % )  f r o m  t h e  n o n - i m m u n o c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s  w e r e  
a g g l u t i n a t e d  b y  m o r e  t h a n  t h r e e  0 s e r a  ( p o l y a g g l u t i n a t i n g  
: P A ) .  S e r o t y p e s  0 6 ,  0 1 1 ,  01 a n d  03 p r e d o m i n a t e d  w i t h  
f r e q u e n c i e s  o f  22%,  14%,  12% a n d  11% r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  
6 ) .  T h e  p e r c e n t a g e  f r e q u e n c y  f o r  t h e  r e m a i n i n g  s e r o t y p e s  
r a n g e d  f r o m  1 . 6 - 7 . 0 %
T h e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  0 t y p e s  o f  i s o l a t e s  w i t h  e a c h  
o f  t h e  t h r e e  c l i n i c a l  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  i s  a l s o  s h o w n  i n  
T a b l e  6 .  S e r o t y p e s  0 5 ,  0 7 ,  0 8 ,  0 9 ,  0 1 2  a n d  0 1 6  w e r e
c o n f i n e d  t o  t h e  l e u k a e m i c  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  o n l y  a n d  o f  
t h e s e  s e r o t y p e s ,  08  w a s  r e c o v e r e d  o n l y  f r o m  t h e  b l o o d  a n d  
07 f r o m  b o d y  s i t e s .  S e r o t y p e  011 w a s  m o r e  c o m m o n ly  
r e c o v e r e d  f r o m  t h e  b o d y  s i t e s  t h a n  f r o m  t h e  b l o o d  o f  
G r o u p s  I  a n d  I I  p a t i e n t s  a n d  t h i s  w a s  s t a t i s t i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  ( I  v s  I I ;  x 2 4 . 4 ,  p  -  0 . 0 5 ) .  H o w e v e r ,  n o  
s t a t i s t i c a l  a s s o c i a t i o n s  w e r e  o b s e r v e d  w i t h  o t h e r  common 
0 t y p e s  ( 0 6 ,  0 1 ,  0 3 )  i n  t h e  t h r e e  g r o u p s  o f  p a t i e n t s .
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1
PA i s o l a t e s  w e r e  r e s t r i c t e d  t o  G r o u p  I I I  p a t i e n t s .  
T h i r t e e n  o f  t h e  18  i s o l a t e s  o f  s e r o t y p e  01 h a d  d i f f e r e n t  
p h a g e  s u s c e p t i b i l i t y  p a t t e r n s  a n d ,  t h e r e f o r e ,  w e r e  
c o n s i d e r e d  t o  r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  s t r a i n s  w i t h i n  t h e  
s e r o t y p e .  I n  o n e  i n s t a n c e ,  a  p a i r  o f  s e r o t y p e  01 
i s o l a t e s  f r o m  d i f f e r e n t  p a t i e n t s  g a v e  a n  i d e n t i c a l  p h a g e  
p a t t e r n .  H o w e v e r ,  t h e s e  p a t i e n t s  h a d  b e e n  h o s p i t a l i z e d  
a t  t h e  s a m e  t i m e  i n  a  f o u r - b e d d e d  r o o m ,  s o  c r o s s ­
i n f e c t i o n  b e t w e e n  t h e m  may h a v e  o c c u r r e d .  T h e  r e m a i n i n g  
f o u r  i s o l a t e s  o f  s e r o t y p e  01 w i t h  t h e  s a m e  p h a g e  p a t t e r n  
w e r e  s e q u e n t i a l  c u l t u r e s  f r o m  t h e  s a m e  p a t i e n t .  S t r a i n s  
o f  t h e  s a m e  p h a g e  t y p e  i s o l a t e d  f r o m  d i f f e r e n t  p a t i e n t s  
w e r e  a l s o  f o u n d  i n  s e r o t y p e s  0 3 ,  0 6 ,  0 1 0  a n d  0 1 1 ,  b u t ,  
o v e r a l l ,  a t  l e a s t  107  o f  1 5 7  i s o l a t e s  w e r e  c l e a r l y  
d i s t i n c t  f r o m  e a c h  o t h e r  b y  p h a g e  t y p i n g .  I t  w a s  n o t  
p o s s i b l e ,  d u e  t o  p h a g e  n o n - t y p a b i l i t y , t o  d e t e r m i n e  t h e  
r e l a t i o n s h i p  o f  e a c h  o f  t h e  r e m a i n i n g  i s o l a t e s  w i t h i n  t h e  
d i f f e r e n t  s e r o t y p e s ,  b u t  e i g h t  p a i r s  o f  i s o l a t e s  e a c h  
f r o m  d i f f e r e n t  p a t i e n t s  g a v e  s i m i l a r  p h a g e  t y p i n g  
p a t t e r n s .  T h u s ,  p h a g e  t y p e  e x t e n d e d  a n d  c o n f i r m e d  t h e  
h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  c o l l e c t i o n  o f  P .  a e r u g i n o s a . 
E x t r a c e l l u l a r  e n z y m e s
T h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o t e a s e s ,  l i p a s e ,  
l e c i t h i n a s e  a n d  h a e m o l y s i n  b y  i s o l a t e s  i n  e a c h  g r o u p  w a s  
i n i t i a l l y  a s s e s s e d  b y  p l a t e  t e s t s .  S t r a i n s  w e r e  g r o w n  o n  
a g a r  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  a p p r o p r i a t e  s u b s t r a t e s  a n d ,  
f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  t h e i r  a c t i v i t y  w a s  g r a d e d  a c c o r d i n g  
t o  z o n e  s i z e .
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F i g u r e  4 s h o w s  e x a m p l e s  o f  t h e  p l a t e  t e s t s  a n d  s c o r i n g  o f  
r e a c t i o n s .
P r o t e a s e  a c t i v i t y
M i l k  c a s e i n  w a s  a n  e x c e l l e n t  s u b s t r a t e  f o r  t h e  
d e m o n s t r a t i o n  o f  g e n e r a l  p r o t e a s e  a c t i v i t y .  C a s e i n  
h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  o f  m o s t  s t r a i n s  w a s  v i g o r o u s  a n d  
s h a r p  z o n e s  o f  c l e a r i n g  a r o u n d  t h e  g r o w t h  w e r e  p r o d u c e d .  
T h e  z o n e  d i a m e t e r s  i n c r e a s e d  r a p i d l y  o n  p r o l o n g e d  
i n c u b a t i o n  a n d  p i g m e n t  p r o d u c t i o n  w a s  e n h a n c e d .  T h e  
c a s e i n  h y d r o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  t h r e e  g r o u p s  o f  
i s o l a t e s  i s  s h o w n  i n  T a b l e  7. T h e  g r e a t  m a j o r i t y ,  147 
(94%), p r o d u c e d  s t r o n g  z o n e s  o f  c a s e i n  h y d r o l y s i s ,  b u t  o f  
p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  w a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  7 o f  50 G r o u p  I I  
a n d  3 o f  55 ( G r o u p  I I I )  i s o l a t e s  f a i l e d  t o  h y d r o l y s e  
c a s e i n  e v e n  a f t e r  f i v e  d a y s  o f  i n c u b a t i o n  a t  37 °C , 
w h e r e a s  n o  c o m p l e t e l y  p r o t e a s e  n e g a t i v e  i s o l a t e s  w e r e  
p r e s e n t  i n  G r o u p  I (x2 = 7.8, p  = 0.01).
B a c t o p e p t o n e  w a s  c h o s e n  a s  t h e  b r o t h  m e d iu m  b e c a u s e  
i t  w a s  c l e a r  a n d  c o l o u r l e s s  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  TSB o r  
n u t r i e n t  b r o t h .  T h e  y e l l o w  c o l o u r  o f  t h e  l a t t e r  tw o  
m e d i a  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  e s t i m a t i o n  o f  p r o t e a s e  b y  
a z o c a s e i n  a s s a y .
T h e  a z o c a s e i n  a c t i v i t y  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  
157 i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  s h o w e d  g o o d  c o r r e l a t i o n  i n  
a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e  p l a t e  a n d  t h e  a z o c a s e i n  a s s a y s .  T h e  
p r o t e a s e  n e g a t i v e  s t r a i n s  ( o f  G r o u p s  I I  a n d  I I I )  i n  t h e  
p l a t e  a s s a y  a l s o  d i d  n o t  d e g r a d e  a z o c a s e i n  a n d  t h o s e  
p o s i t i v e  i n  t h e  p l a t e  t e s t s  g a v e  a  w i d e  r a n g e  o f  v a l u e s
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Figure 4 Enzymatic activity of positive (lower) and negative (upper) 
strains of P. aeruginosa, a: lipase, b: lecithinase, c: elastase, 
d: protease, e: haemolysin
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Table 7
C asein  h y d r o ly s is  by 157 i s o l a t e s  o f P. aeru gin osa
Protease
*Groups No. of 
isolates
Positive (%) Negative (%)
I 52 52 (100) 0 <°,
II 50 43 (86) 7 (14)
III 55 52 (94) 3 (6)
Total 157 147 (94) 10 (6)
*See Table 4 for Groups
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i n  t h e  a z o c a s e i n  a s s a y .  H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  l i t t l e  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  z o n e  o f  
h y d r o l y s i s  o f  c a s e i n  i n  a g a r  b y  s t r a i n s  a n d  t h e i r  
a c t i v i t y  i n  t h e  q u a n t i t a t i v e  a s s a y .  M o s t  c u l t u r e s  t h a t  
g a v e  a  s t r o n g  r e a c t i o n  i n  t h e  p l a t e  t e s t  p r o d u c e d  a  r a n g e  
o f  t r y p s i n - e q u i v a l e n t  a c t i v i t y  f r o m  0 . 3  -  4 9 . 2 ) i g / m l .  T h e  
c a s e i n  p l a t e  t e s t  p r o v e d  t o  b e  m o re  s e n s i t i v e  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  w e a k  p r o t e a s e  p r o d u c e r s .  T w e l v e  o f  157  (7%)  
i s o l a t e s  w h i c h  w e r e  w e a k l y  a c t i v e  a f t e r  f i v e  d a y s  f a i l e d  
t o  h y d r o l y z e d  a z o c a s e i n .  T h e r e  w a s  a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r ­
e n c e  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f  p r o t e a s e - p o s i t i v e  s t r a i n s  i n  
G r o u p  I  ( b l o o d )  a n d  I I  ( s u r v e i l l a n c e )  o f  t h e  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s  b y  t h e  p l a t e  a s s a y .  M o re  i s o l a t e s  w e r e  p o s i t i v e  
i n  t h e  f o r m e r  t h a n  t h e  l a t t e r  ( x 2 7 . 8 ,  p  = 0 . 0 1 ) .  H i g h e r  
p r o t e a s e  l e v e l s  w e r e  n o t  a s s o c i a t e d  w i t h  b l o o d  i s o l a t e s  
( G r o u p  I )  c o m p a r e d  w i t h  n o n - s y s t e m i c  s o u r c e s  ( G r o u p s  I I  
a n d  I I I )  a n d  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  (M a n n -  
W h i t n e y  t e s t )  i n  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  b y  
i s o l a t e s  i n  a n y  o n e  g r o u p .  ( G r o u p  I  v s .  I I :  p  = 0 . 4 8 ;
G r o u p  I  v s .  I I :  p  = 0 . 3 4 ;  G r o u p  I I  v s .  I l l :  p  = 0 . 3 4 ) .  
G e l a t i n a s e . T h e  p r o d u c t i o n  o f  g e l a t i n a s e  b y  c l i n i c a l  
i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w a s  e x a m i n e d  b y  l i q u e f a c t i o n  o f  
g e l a t i n .  O v e r a l l , 64% o f  t h e  i s o l a t e s  p o s s e s s e d  g e l a t i n a s e  
a c t i v i t y  a n d  T a b l e  8 s h o w s  t h a t  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  w a s  
f o u n d  i n  G r o u p  I I I ,  w h e r e  73% o f  t h e  i s o l a t e s  w e r e  
g e l a t i n  p o s i t i v e .  T h e r e  w a s  n o  s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  t h i s  g r o u p  a n d  t h e  o t h e r  tw o  g r o u p s  ( I  -  5 7 %) ;  
( I I  -  6 0 %) .
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Table 8
G e la tin a se  production  by 157 i s o l a t e s  o f P. aeru g in osa
Gelatinase
 ^ No. of
Groups isolates Positive (%) Negative (%)
I 52 30 (57) 22 (43)
II 50 30 (60) 20 (40)
III 55 40 (73) 15 (27)
Total 157 100 (64) 57 (36)
*See Table 4 for Groups
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E l a s t a s e . T h e  e l a s t o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  i s o l a t e s  i n  
v a r i o u s  a s s a y s  i n  s h o w n  i n  T a b l e  9 .  I n  t h e  q u a l i t a t i v e  
p l a t e  a s s a y ,  e l a s t a s e  a c t i v i t y  a p p e a r e d  a s  a  c l e a r i n g  o f  
i n s o l u b l e  e l a s t i n  a r o u n d  t h e  g r o w t h  o f  t h e  o r g a n i s m .  O f 
t h e  157  i s o l a t e s ,  15 ( 10%)  d i d  n o t  p r o d u c e  t h i s  e f f e c t .  
T h e  r e m a i n d e r  g a v e  a  r a n g e  o f  a c t i v i t y  f r o m  v e r y  w e a k  t o  
v i g o r o u s  r e a c t i o n s .  T h o s e  i s o l a t e s  w h i c h  w e r e  n e g a t i v e  
i n  t h e  p l a t e  a s s a y  a l s o  f a i l e d  t o  d e g r a d e  e l a s t i n  i n  
q u a n t i t a t i v e  a s s a y s  ( a g a r  w e l l  a n d  c o l o r i m e t r i c )  . T h e s e  
m e t h o d s  p r o v e d  l e s s  i n s e n s i t i v e  f o r  q u a n t i f y i n g  e l a s t a s e  
i n  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s .  F o r  e x a m p l e ,  90% o f  i s o l a t e s  
w e r e  p o s i t i v e  i n  t h e  p l a t e  a s s a y  c o m p a r e d  w i t h  ( 74%)  i n
J
t h e  a g a r  w e l l s  a n d  ( 83%)  i n  t h e  c o l o r i m e t r i c  a s s a y .  F o r  
t h e  a g a r  w e l l  a s s a y ,  i t  i s  w o r t h w h i l e  t o  n o t e  t h a t ,  i n  
a d d i t i o n  t o  15 n o n - p r o d u c e r s  o f  e l a s t a s e ,  a  f u r t h e r  26 
i s o l a t e s  g a v e  w e a k  z o n e s  r a n g i n g  f r o m  2mm -  4mm. As 
q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e  e n z y m e  w a s  i n a c c u r a t e  b e l o w  a  z o n e  
o f  4mm o r  l e s s ,  t r a c e  e n z y m e  i n  s u p e r n a t a n t  c o u l d  n o t  b e  
m e a s u r e d  a c c u r a t e l y .  E l a s t a s e  l e v e l s  o f  e a c h  i s o l a t e  
o b t a i n e d  w i t h  t h e  a g a r  w e l l  a s s a y  a n d  t h e  c o l o r i m e t r i c  
a s s a y  s h o w e d  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  i n  t e r m s  o f  e n z y m e  
u n i t s / m l  ( G r o u p  I :  r  = 0 . 8 9 ,  p  = 0 . 0 0 1 ;  G r o u p  I I :  r  = 
0 . 7 5 ,  p  = 0 . 0 0 1 ;  G r o u p  I I I :  r  = 0 . 9 4 ,  p  = 0 . 0 0 1 ) .
T h e r e f o r e ,  i t  w a s  a s s u m e d  t h a t  b o t h  a s s a y s  d e t e c t e d  t h e  
s a m e  e n z y m e .  A s c a t t e r  d i a g r a m  f o r  e a c h  i s o l a t e  p e r  g r o u p  
i n d i c a t e d  t h a t  t h e  i s o l a t e s  s h o w i n g  h i g h  o r  l o w  e l a s t a s e  
a c t i v i t y  i n  t h e  a g a r  w e l l  t e s t  a l s o  g a v e  s i m i l a r  v a l u e s  
i n  t h e  c o l o r i m e t r i c  a s s a y .  T a b l e  9 a l s o  s h o w s  t h a t
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Table 9
E la s ta se  production  by 157 i s o l a t e s  o f P .aeru g in osa
Number positive in test
Groups No. of A B C
isolates No.(%) No.(%) No.(%)
I 52 47 (90) 36 (69) 41 (79)
II 50 43 (86) 34 (68) 40 (80)
III 55 52 (94) 46 (84) 49 (89)
Total 157 142 (90) 116 (74) 130 (83)
A : Elastin agar plate
B : Elastin-congo red agar well assay
C : Colorimetric assay
109
p r o d u c t i o n  o f  e l a s t a s e  b y  i s o l a t e s  i n  e a c h  p a t i e n t  g r o u p  
w a s  h i g h  ( > 7 4 % ) .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e  i n  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h i s  e n z y m e  i n  a n y  o n e  
g r o u p .
O f  p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  w a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  13 o f  
t h e  52  e l a s t a s e  p o s i t i v e  i s o l a t e s  i n  G r o u p  I I I ,  h a d  
e l a s t a s e  l e v e l s  e q u a l  >10 u n i t s / m l ,  c o m p a r e d  w i t h  2 o f  
t h e  43 i n  G r o u p  I I  a n d  5 o f  47  i n  G r o u p  I .  T h e r e f o r e ,  
m o r e  i s o l a t e s  i n  t h e  n o n - im m u n o c o m p r o m i s e d  g r o u p  p r o d u c e d  
h i g h e r  l e v e l s  o f  t h i s  e n z y m e  t h a n  i s o l a t e s  f r o m  t h e  
l e u k a e m i c  g r o u p s  ( I  p l u s  I I  v s .  I l l  x 2 = 8 . 1 ,  p  = 0 . 0 1 ) .
L i p a s e
L i p a s e  a c t i v i t y  w a s  m a r k e d  i n  a l l  b u t  11 i s o l a t e s  
w h i c h  p r o d u c e d  w e a k  r e a c t i o n s  a f t e r  f i v e  d a y s  o f  
i n c u b a t i o n .  No l i p a s e - n e g a t i v e  i s o l a t e s  w a s  f o u n d  i n  a n y  
g r o u p s .
H a e m o l y s i n
M o s t  i s o l a t e s  w e r e  h a e m o l y t i c  o n  b l o o d  a g a r s  a f t e r  
i n c u b a t i o n  a t  3 7 ° C .  H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  so m e  v a r i a t i o n  i n  
t h e  d e g r e e  o f  h a e m o l y s i s  o f  e r y t h r o c y t e s  o f  t h e  t h r e e  
s p e c i e s  t e s t e d  ( T a b l e  1 0 ) .  H a e m o l y s i s  o f  h u m an  " 0 "  c e l l s  
w a s  g e n e r a l l y  p o o r ,  a n d  n o n e  o f  t h e  s t r a i n s  f o r m e d  s h a r p ,  
c l e a r  z o n e s  o f  l y s i s .  O f  t h e  157  i s o l a t e s ,  85  ( 54%)  w e r e  
n e g a t i v e  o n  t h e s e  c e l l s .  S h e e p  c e l l s  w e r e  t h e  m o s t  s u s ­
c e p t i b l e  a n d  151 ( 96%)  o f  i s o l a t e s  p r o d u c e d  s t r o n g ,
t r a n s l u c e n t  z o n e s  o f  l y s i s .  H o r s e  r e d  b l o o d  c e l l s  w e r e
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1
l y s e d  b y  a l l  b u t  33 i s o l a t e s  ( 21%)  g a v e  w e a k  r e a c t i o n s  
o n l y .
S t u d i e s  o n  p r o t e a s e s
I n d u c t i o n
I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  e x p l a i n  t h e  a p p a r e n t  i n c r e a s e d  
p r o t e a s e  a c t i v i t y  o f  i s o l a t e s  i n  t h e  c a s e i n  p l a t e  t e s t  
c o m p a r e d  w i t h  a z o c a s e i n  a s s a y .  T h e r e f o r e ,  t h e  l e v e l s  o f  
p r o t e a s e  p r o d u c e d  b y  f o u r  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  -  tw o  
e a c h  o f  s t r o n g  a n d  w e a k  p r o d u c e r s  r e s p e c t i v e l y  i n  t h e  
p l a t e  a s s a y  -  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  1% ( v / v )  
c a s e i n  w e r e  d e t e r m i n e d  o v e r  a  f i v e - d a y  p e r i o d .  V i a b l e  
c o u n t s  w e r e  p e r f o r m e d  d a i l y  t o  m o n i t o r  t h e  e f f e c t  o f  
g r o w t h  r a t e  o n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o t e a s e .
F o r  a l l  s t r a i n s ,  h i g h e r  v i a b l e  c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a s e i n  t h a n  i n  c o n t r o l s  w i t h o u t  t h e  
s u b s t r a t e  ( F i g u r e  5 ) .  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  c a s e i n  
p r o v i d e d  a n  a d d i t i o n a l  e n e r g y  s o u r c e  t h a n  b a c t o p e p t o n e  
a l o n e .  T h e r e  w a s  a l s o  a  g r a d u a l  d e c r e a s e  i n  b a c t e r i a l  
c o u n t s  w i t h  t i m e  i n  b o t h  c a s e i n  c o n t a i n i n g  a n d  c o n t r o l  
b r o t h  c u l t u r e s .  As v i a b l e  c o u n t s  d e c r e a s e d ,  t h e  p r o t e a s e  
l e v e l s  r o s e  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  p r o t e a s e  
a c t i v i t y  w a s  d u e  t o  t h e  i n d u c t i o n  a n d  r e l e a s e  o f  p r o t e a s e  
r a t h e r  t h a n  a n  i n c r e a s e  i n  b a c t e r i a l  n u m b e r s .  M o r e o v e r ,  
f o r  e a c h  s t r a i n ,  h i g h e r  l e v e l s  o f  p r o t e a s e  w e r e  o b t a i n e d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  c a s e i n  t h a n  i n  i t s  a b s e n c e  ( F i g u r e  5 ) ,  
a l t h o u g h  t h e  a m o u n t  p r o d u c e d  v a r i e d .  T h e s e  f i n d i n g s  
s u p p o r t  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  i n c r e a s e d  p r o t e a s e  a c t i v i t y  i n  
t h e  c a s e i n  p l a t e  a s s a y .
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Figure 5 Induction of protease -  viable counts and protease levels of two 
strains of P. aeruginosa grown in the presence and absence of 
1% casein, a: low protease producing strain, b: High protease 
producing strain.
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O f t h e  133  p r o t e a s e - p o s i t i v e  i s o l a t e s ,  o n l y  
1 2 ( 9 %)  p r o d u c e d  p r o t e a s e  i n  p l a s m a  a n d  o n l y  4 o f  t h e s e  
p r o d u c e d  e l a s t a s e  i n  t h e  s a m e  m ed iu m  ( T a b l e  1 1 ) .  T h i s  
s u g g e s t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s  i n  p l a s m a .  
E a c h  o f  t h e s e  i s o l a t e s  w e r e  f r o m  n o n - i m m u n o c o m p r o m i s e d  
p a t i e n t s .  I n  c o n t r a s t ,  1 2 7  ( 95%)  o f  t h e  p o s i t i v e
i s o l a t e s  p r o d u c e d  p r o t e a s e s  d u r i n g  g r o w t h  i n  u r i n e  a n d  
1 1 9  ( 89%)  p r o d u c e d  e l a s t o l y t i c  a c t i v i t y  i n  t h i s  m ed iu m  
( T a b l e  11 ) .
Two s t r a i n s  (PA L 1 0 a n d  PA L51 ) w h i c h  w e r e  h i g h  
p r o t e a s e  p r o d u c e r s  w e r e  g r o w n  i n  v a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  
PNHP ( p l a s m a )  t o  d e t e r m i n e  t h e  k i n e t i c s  o f  g r o w t h  a n d  
e x p r e s s i o n  o f  p r o t e a s e  e n z y m e s .  B o t h  i s o l a t e s  g a v e  
s i m i l a r  v i a b l e  c o u n t s  i n  a l l  c o n c e n t r a t i o n s  o f  PNHP 
( F i g u r e  6 ) .  As t h e  b a c t e r i a l  g r o w t h  r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  
p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  d e c r e a s e d  w i t h  t h e  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n  o f  PNHP. T h e  s l o p e  v a l u e s  f o r  t o t a l  
p r o t e a s e  a n d  e l a s t a s e  a c t i v i t y  r e s p e c t i v e l y  f o r  PA L 1 0 
w e r e  0 . 3 2  a n d  0 . 1 1 .  T h u s  f o r  e v e r y  1% r i s e  i n  p l a s m a  t h e  
p r o t e a s e  a n d  e l a s t a s e  l e v e l s  d r o p p e d  b y  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
s l o p e  v a l u e s .  S i m i l a r l y  f o r  PA L 5 1 , v a l u e s  o f  0 . 3 2  a n d  
0 . 0 5  w e r e  o b t a i n e d .  T h i s  r e s u l t  s u p p o r t e d  t h e  e a r l i e r  
s u g g e s t i o n  t h a t  p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  w a s  i n h i b i t e d  i n  
p l a s m a .  D i a l y s i s  o f  p l a s m a  i n  w h i c h  t h e  p s e u d o m o n a s  h a d  
b e e n  g r o w n  d i d  n o t  r e m o v e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t .
T h e  tw o  s t r a i n s  a b o v e  d i d  n o t  g r o w  w e l l  i n  u r i n e  a n d  
s o  a  s i m i l a r  e x p e r i m e n t  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  tw o  o t h e r  h i g h
Protease production in plasma and urine
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Protease production by P. aeruginosa in human plasma and urine
Table 11
Plasma Urine
ANo. of No. producing No. producing
Groups isolates Protease Elastase Protease Elastase
I 43 4 0 42 39
II 44 4 0 41 34
III 46 4 4 44 46
Total(%) 133 12(9%) 4(3%) 127(95%) 119(89%)
AProtease-positive isolates on casein agar
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p r o t e a s e  p r o d u c i n g  s t r a i n s .  F i g u r e  7 s h o w s  t h a t  t h e  tw o  
s t r a i n s  (PA 19S  a n d  PA 2 5 )  g r e w  r e l a t i v e l y  w e l l  i n  
d i l u t e d  u r i n e  b u t  t h e  v i a b l e  c o u n t s  o f  t h e  f i r s t  s t r a i n  
d e c l i n e d  b y  a p p r o x i m a t e l y  2 0 - f o l d  i n  u n d i l u t e d  u r i n e .  T h e  
c o u n t  o f  s t r a i n  PA 25 w a s  s i m i l a r  t o  PA 19S i n  u n d i l u t e d  
u r i n e  b u t  t h e  d e c l i n e  i n  g r o w t h  o v e r  t h e  i n c r e a s e  i n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  u r i n e  w a s  l e s s  m a r k e d .  P r o t e a s e  
p r o d u c t i o n  b y  e i t h e r  s t r a i n  w a s  n o t  a f f e c t e d  a n d  e l a s t a s e  
a c t i v i t y  r e m a i n e d  c o n s t a n t  o v e r  v a r i o u s  u r i n e  
c o n c e n t r a t i o n s .
I d e n t i f i c a t i o n  o f  p r o t e a s e  i n h i b i t o r s
P l a s m a  w a s  f r a c t i o n a t e d  b y  am m onium  s u l p h a t e  
p r e c i p i t a t i o n  a n d  F i g u r e  8 s h o w s  t h e  i n h i b i t i o n  b y  e a c h  
f r a c t i o n  o f  t h e  p r o t e a s e  a c t i v i t y  o f  s t r a i n s  PA L 1 0 a n d  
PA L51 e n z y m e  p r e p a r a t i o n s .  T h e  f r a c t i o n s  r e c o v e r e d  f r o m  
3 0 -8 0 %  am m onium  s u l p h a t e  s a t u r a t i o n  w e r e  c o m p l e t e l y  
i n h i b i t o r y  f o r  t h e  e n z y m e .  A c t i v i t y  r e c o v e r e d  i n  
f r a c t i o n s  f r o m  90% a n d  100% s a t u r a t i o n  b u t  d i d  n o t  r e a c h  
t h e  c o n t r o l  l e v e l s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  p l a s m a .  E l a s t a s e  
a c t i v i t y  s h o w e d  a  s i m i l a r  t r e n d  i n  r e l a t i o n  t o  am m onium  
s u l p h a t e  c o n c e n t r a t i o n s .
F o u r  s p e c i e s  k n o w n  t o  b e  a c t i v e l y  p r o t e o l y t i c  w e r e  
t e s t e d  i n  t h i s  m o d e l  t o  e s t a b l i s h  w h e t h e r  t h e  i n h i b i t i o n  
o f  p r o t e a s e  b y  p l a s m a  w a s  p s e u d o m o n a s  s p e c i f i c .  T h e  
p r o t e a s e s  o f  P r o t e u s  m i r a b i l i s , A e r o m o n a s  h y d r o p h i l a  a n d  
S e r r a t i a  m a r c e s c e n s  w e r e  n o t  i n h i b i t e d  b y  f r a c t i o n s  o f  
n o r m a l  w h o l e  p l a s m a .  H o w e v e r ,  p a r t i a l  i n h i b i t i o n  o f  t h e
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p r o t e a s e  o f  F l a v o b a c t e r i u m  m e n i n g o s e p t i c u m  w a s  a s s o c i a t e d  
w i t h  f r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  a l s o  i n h i b i t o r y  f o r  
P .  a e r u g i n o s a  p r o t e a s e .
T h e  f a c t  t h a t  m any  d i f f e r e n t  f r a c t i o n s  i n h i b i t e d  
p r o t e a s e  m e a n t  t h a t  i t  w a s  n o t  f e a s i b l e  t o  a t t e m p t  
p u r i f i c a t i o n  b y  t h i s  m e t h o d .  I  t h e r e f o r e ,  e x a m i n e d  
v a r i o u s  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  f r a c t i o n s  o f  p l a s m a  i n  a n  
a t t e m p t  t o  i d e n t i f y  t h e  i n h i b i t o r  s p e c i f i c a l l y . D u r i n g  t h e  
c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t  I  b e c a m e  a w a r e  o f  a  r e p o r t  o n  
P .  a e r u g i n o s a  p r o t e a s e  i n h i b i t i o n  b y  a 2 m a c r o g l o b u l i n  
( H o l d e r  & H a i d a r i s ,  1 9 7 9 )  a n d  i n c l u d e d  t h i s  f o r  
c o m p a r i s o n .
C u l t u r e  s u p e r n a t a n t  o f  PA L 1 0 a n d  PA L51 w e r e  
i n c u b a t e d  w i t h  e a c h  o f  t h r e e  C o h n  s e r u m  f r a c t i o n s ,  BSA 
a n d  a 2 m a c r o g l o b u l i n  i n  s e p a r a t e  t e s t s .  P r o t e a s e  
a c t i v i t y  w a s  n o t  i n h i b i t e d  b y  a n y  o f  t h e  C o h n  s e r u m  
f r a c t i o n s  b u t  w a s  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  b y  a 2 m a c r o g l o b u l i n .  
I n  f a c t ,  t h e  l a t t e r  r e d u c e d  p r o t e a s e  a c t i v i t y  b y  a t  l e a s t  
60% i n  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  c o n t r o l .
P s e u d o m o n a s  p r o t e a s e  a n d  h o s t  f a c t o r s  
I n h i b i t i o n  o f  c o m p l e m e n t
S t r a i n  PA L 1 0 w a s  s e l e c t e d  f o r  e x p e r i m e n t s  t o  
d e m o n s t r a t e  t h e  a c t i v i t y  o f  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  a g a i n s t  
v a r i o u s  h o s t  f a c t o r s  i e .  c o m p l e m e n t ,  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  
f i b r o n e c t i n .  D e g r a d a t i o n  o f  h um an  a n d  g u i n e a  p i g  
c o m p l e m e n t  b y  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  w a s  m e a s u r e d  b y  t h e  
r e d u c t i o n  o f  c o m p l e m e n t  a c t i v i t y  i n  a  h a e m o l y s i s  a s s a y .
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F o r  a l l  s u b s t r a t e s  t e s t e d  e n z y m e  a c t i v i t y  w a s  n e g l i g i b l e  
o r  u n d e t e c t a b l e  a t  a  t r y p s i n  e q u i v a l e n t  c o n c e n t r a t i o n  o f  
50 p ig /m l  o r  l e s s .  T h e r e f o r e ,  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  
s u p e r n a t a n t s  o f  a t  l e a s t  4 0 0  j j ig /m l w e r e  u s e d  i n  a l l  
e x p e r i m e n t s . T a b l e  12 s h o w s  t h e  h a e m o l y t i c  a c t i v i t y  o f  
c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  ( 4 2 0 p g / m l  p r o t e a s e )  w i t h  g u i n e a  p i g  
a n d  h u m an  s e r u m  ( c o m p l e m e n t ) . G u i n e a  p i g  c o m p l e m e n t  
s h o w e d  t h e  h i g h e s t  a c t i v i t y  i n  t e r m s  o f  CH50 u n i t s  b u t  
a p p r o x i m a t e l y  10% r e d u c t i o n  o f  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  b u f f e r .  T h e  g r o w t h  m e d iu m  c o n t r o l  a l s o
h a d  a  m a r k e d  e f f e c t  o n  c o m p l e m e n t  a c t i v i t y  a n d  r e d u c e d
t h e  CH50 u n i t s  o f  t h e  g u i n e a  p i g  s e r u m  b y  84%.  H o w e v e r ,  
t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  d i d  i n h i b i t  g u i n e a  p i g
c o m p l e m e n t  a s  n o  h a e m o l y s i s  w a s  d e t e c t e d  w h e n  t h e  tw o  
w e r e  i n c u b a t e d  t o g e t h e r .  C o m p le m e n t  a c t i v i t y  o f  v a r i o u s  
s a m p l e s  o f  h u m an  s e r u m  w a s  p o o r  a n d  i t  w a s  n o t  p o s s i b l e  
t o  d e m o n s t r a t e  i n h i b i t i o n  b y  t h e  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  
b e c a u s e  o f  t h e  c u l t u r e  m e d iu m ,  w h i c h  c o m p l e t e l y  i n h i b i t e d  
c o m p l e m e n t  a c t i v i t y  o f  t h e  h u m a n  s e r u m .  T h e  r e s u l t s  o f  
f u r t h e r  s t u d i e s  w i t h  p u r i f i e d  e n z y m e  a n d  s i n g l e
c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  w i l l  b e  p r e s e n t e d  s u b s e q u e n t l y  
( p . 1 2 9 ) .
D e g r a d a t i o n  o f  Ig G
C u l t u r e  s u p e r n a t a n t  o f  PA L 1 0 w a s  i n c u b a t e d  w i t h  
h u m a n  Ig G  a n d  d e g r a d a t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  w a s  m o n i t o r e d  
i n  a n  E L IS A . B a s e d  o n  c h e c k e r b o a r d  t i t r a t i o n s  t h e  o p t i m a l  
c o n c e n t r a t i o n  f o r  c o a t i n g  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s  w i t h
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Table 12
Effect of pseudomonas protease on 
complement
guinea pig and human
c' activity in
(ch50)
I% inhibition of C 
activity
GPS 177.45 _
GPS + buffer 158.90 10
GPS + medium 28.25 84
GPS + CS 0 100
NHS 50-36 -
NHS + buffer 22-44 54
NHS + medium 0 100
NHS + CS 0 100
C' = Complement
GPS = Guinea pig serum
NHS = Normal Human Serum
CS = Culture supernatant
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GA H-IgG c a p t u r e  a n t i b o d y  w a s  2 p g / m l .  H i g h e r  c o n c e n ­
t r a t i o n s  o f  20 o r  2 0 0 p g / m l ,  f a i l e d  t o  i n c r e a s e  t h e  
s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y .  N o r m a l  r a b b i t ,  h o r s e  a n d  
hu m an  s e r u m  m i n u s  Ig G  a l l  g a v e  lo w  a b s o r b a n c e  r e a d i n g s  
( < 0 . 1 3 )  c o m p a r e d  w i t h  NHS ( > 1 . 4 )  a n d  c o n f i r m e d  t h e  
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  E L IS A .
Human s e r u m  g a v e  r e l a t i v e l y  l o w  a b s o r b a n c e  v a l u e s  
f o r  Ig G  i n  t h e  c a p t u r e  ELISA  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p u r i f i e d  
i m m u n o g o b u l i n .  N e v e r t h e l e s s ,  r e p r o d u c i b l e  d i f f e r e n c e s  i n  
E L ISA  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  w h e n  h u m an  s e r u m  w a s  i n c u b a t e d  
w i t h  t h e  e n z y m e .  F i g u r e  9 s h o w s  t h a t  t h e  p s e u d o m o n a s  
p r o t e a s e  w a s  a c t i v e  o n  Ig G  i n  h u m an  s e r u m  a n d  r e d u c e d  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  b y  28% t o  38% o f  t h e  u n t r e a t e d  s e r u m .  T h i s  
r e d u c t i o n  w a s  c o n s t a n t  o v e r  e a c h  o f  t h e  s e r u m  d i l u t i o n s .  
A l l  c o n t r o l s  g a v e  v a l u e s  o f  0 . 1  o r  l e s s .  T h e  a c t i v i t y  o f  
p r o t e a s e  o n  p u r i f i e d  h u m an  Ig G  w a s  m o r e  t h a n  t w o - f o l d  
g r e a t e r  t h a n  o n  s e r u m  a n d  r e d u c e d  t h e  Ig G  c o n c e n t r a t i o n  
t o  n e a r l y  80% o f  t h e  o r i g i n a l  ( 1 0 0  p g / m l ) .
D e g r a d a t i o n  o f  f i b r o n e c t i n
C u l t u r e  s u p e r n a t a n t  o f  PA L 1 0 w i t h  p r o t e a s e  a c t i v i t y  
o f  4 2 0  p g / m l  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  10 p g / m l  o f  f i b r o n e c t i n  
a n d  a n  E L ISA  w a s  u s e d  t o  m e a s u r e  r e s i d u a l  f i b r o n e c t i n .  
T w e n t y  p g  o f  p u r i f i e d  a n t i f i b r o n e c t i o n  p e r  w e l l  ( c a p t u r e  
a n t i b o d y )  w a s  u s e d  t o  c o a t  m i c r o t i t r a t i o n  p l a t e s .
F i g u r e  10 s h o w s  t h a t  t h e r e  w a s  a  d r a m a t i c  d e c r e a s e  
i n  f i b r o n e c t i n  l e v e l s  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  p s e u d o m o n a s  
e n z y m e s  a n d  a t  l e a s t  70% o f  t h e  p r o t e i n  s u b s t r a t e  w a s  
d e s t r o y e d .
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P u r i f i c a t i o n  o f  p r o t e a s e s  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w i t h  HPLC s h o w e d  t h a t  a  
g r a d i e n t  o f  0 - 0 .  5M N a C l  a n d  0 - 1 M N a C l i n  b u f f e r  e l u t e d  AP 
a l o n e  w h i l e  0-2M  N a C l  i n  b u f f e r  e l u t e d  AP a n d  a l l o w e d  
s e p a r a t i o n  o f  AP f r o m  ELA. A 100  p i  v o l u m e  o f  a  
d i a l y s e d ,  c o n c e n t r a t e d  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t  o f  PA L 1 0 
( p r o t e i n  c o n t e n t ,  2 m g /m l )  w a s  a p p l i e d  t o  a n  HPLC a n i o n  
e x c h a n g e  c o lu m n  a n d  60 f r a c t i o n s  w e r e  e l u t e d .
F i g u r e  11 s h o w s  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o f i l e  o f  t h e  
e x t r a c t .  Two m a j o r  p e a k s  o f  h i g h  a b s o r b a n c y  a t  280nm  
w e r e  i d e n t i f i e d  a n d  s c r e e n i n g  o f  t h e s e  f r a c t i o n s  o n  
c a s e i n  a n d  e l a s t i n  s u b s t r a t e s  r e s u l t e d  i n  t h r e e  p o o l s .  
E l a s t a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  p o o l s  I  a n d  I I  a n d  AP 
i n  p o o l s  I I  a n d  I I I .  AP a c t i v i t y  w a s  s p r e a d  o v e r  6 m l 
o f  e l u e n t  ( f r a c t i o n  1 8 - 3 2 )  b u t  ELA w a s  f i r s t  d e t e c t e d  i n  
t h e  i n i t i a l  f r a c t i o n s  ( 4 - 7 )  a n d  t h e n  i n  f r a c t i o n s  2 0 - 2 3 .
H o w e v e r ,  b o t h  AP a n d  ELA a c t i v i t y  w a s  f o u n d  i n  f r a c t i o n s  
2 0 - 2 2 .  E l a s t a s e  a c t i v i t y  w a s  d e t e c t e d  i n  tw o  a n d  AP i n  
t h r e e  p o o l s  r e s p e c t i v e l y .  SDS-PAGE o f  t h e  p u r i f i e d  
e n z y m e s  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 2 .  AP w a s  p u r i f i e d  a s  a  
s i n g l e  b a n d  o f  MW 36 k d ,  w h e r e  ELA f o r m e d  a  d e n s e  b a n d  o f  
22 k d  a n d  a  f a i n t  b a n d  o f  20 k d .
T h e  t h r e e  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  AP, ELA a n d  AP/ELA 
a c t i v i t y  w e r e  t e s t e d  f o r  c y t o t o x i n  a n d  e x o t o x i n  A 
a c t i v i t y  a n d  a l l  w e r e  n e g a t i v e  i n  t h e s e  t e s t s .  A w e a k  
h a e m o l y s i n  a c t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  A P/ELA f r a c t i o n s .
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Figure 11 HPLC profile of culture supernatant containing proteases 
of strain PA L10
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Figure 12 SDS-PAGE of proteases of P. aeruginosa. Lane 1: alkaline
protease alone, lane 2: alkaline protease plus elastase, lane 3: 
elastase alone, lane 4: molecular weight standards (kd).
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T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t  t h a t  t h e  AP a n d  ELA f r a c t i o n s  
w e r e  f r e e  f r o m  o t h e r  c o n t a m i n a t i n g  e x t r a c e l l u l a r  e n z y m e s . 
T h e  f a i n t  b a n d s  s e e n  i n  t h e  ELA f r a c t i o n s  w e r e  p r o b a b l y  
b r e a k d o w n  p r o d u c t s  o f  e l a s t a s e  d u e  t o  t h e  a c t i o n  o f  AP 
w h i c h  a l s o  a p p e a r e d  a s  a  f a i n t  b a n d  i n  t h i s  f r a c t i o n .  
A c t i v i t y  o f  p u r i f i e d  p r o t e a s e
An e q u a l  v o l u m e  o f  AP a t  2 5 2  p ig /m l  a n d  ELA a t  25 
E u / m l  i n  s e p a r a t e  t e s t s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  1 m g /m l  o f  
e a c h  o f  h u m a n  I g G ,  I g A  a n d  Ig M . SDS-PAGE o f  t h e  r e a c t i o n  
m i x t u r e s  s h o w e d  t h a t  AP c o m p l e t e l y  d e s t r o y e d  I g G ,  IgM a n d  
I g A ,  i n c l u d i n g  b o t h  l i g h t  a n d  h e a v y  c h a i n s  ( F i g u r e s  13 &
1 4 ) .  I n  c o n t r a s t ,  ELA w a s  i n a c t i v e  o n  e a c h  o f  t h e  
i m m u n o g l o b u l i n s .  I n  t e s t s  w i t h  c o m p l e m e n t  f a c t o r  3 a n d  
f i b r o n e c t i n  t h e  AP f r a c t i o n  e x h i b i t e d  v i g o r o u s  a c t i v i t y  
a n d  d e g r a d e d  t h e  f o r m e r  i n t o  a t  l e a s t  9 f r a g m e n t s  ( F i g u r e
1 5 ) .  No a c t i v i t y  o f  AP w a s  d e m o n s t r a b l e  o n  f i b r o n e c t i n .  
ELA a l s o  d e s t r o y e d  C '3  b u t  n o t  t o  t h e  s a m e  d e g r e e  a s  AP 
a n d  d i d  n o t  a p p e a r  t o  d e g r a d e  f i b r o n e c t i n .
E x o t o x i n  A p r o d u c t i o n  b y  c l i n i c a l  i s o l a t e s
I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  d e v e l o p  a n  a s s a y  f o r  e x o t o x i n  A 
i n  e x t r a c t s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a n d  i n  c l i n i c a l  s p e c i m e n s .  
T h e  p r i n c i p l e  o f  t h e  E L ISA  s y s t e m  u t i l i z e d  w a s  a s  f o l l o w s  
( s e e  F i g u r e  1 6 ) :  A n t i - e x o t o x i n  A s e r u m  w a s  u s e d  a s  t h e
c a p t u r e  a n t i b o d y  w h i c h  b o u n d  t o  e x o t o x i n  A i n  t h e  t e s t  
s a m p l e .  P u r i f i e d  a n t i t o x i n  A c o n j u g a t e d  t o  t h e  
f l u o r e s c e n t  l a b e l  F IT C  w a s  a d d e d  t o  c o m b i n e  w i t h  t h e  
t o x i n  A a n d  t h i s  a n t i b o d y  w a s  i n  t u r n  d e t e c t e d  w i t h  a  
m o n o c l o n a l  ( s e c o n d )  a n t i b o d y  c o n j u g a t e d  w i t h  e n z y m e
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Figure 13 SDS-PAGE of immunoglobulins and P. aeruginosa alkaline 
protease. Lane 1: IgG, lane 2: IgG plus alkaline protease, 
lane 3: molecular weight standards (kd), lane 4: alkaline 
protease, lane 5: IgM, lane 6: IgM plus alkaline protease, 
lane 7: IgA, lane 8: IgA plus alkaline protease.
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Figure 14 SDS-PAGE of immunoglobulins and P. aeruginosa elastase.
Lane 1: IgG, lane 2: IgG plus elastase, lane 3: elastase, lane 4: IgM, 
lane 5: IgM plus elastase, lane 6: molecular weight standards (kd), 
lane 7: IgA, lane 8: IgA plus elastase.
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Figure 15 Effect of elastase and alkaline protease on complement factor 3.
Lane 1: C3 alone, lane 2: C3 plus elastase, lane 3: C3 plus alkaline 
protease.
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l a b e l . A l i n e a r  p l o t  w a s  o b t a i n e d  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
e x o t o x i n  a g a i n s t  a b s o r b a n c e  a n d  t h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  
o f  e x o t o x i n  A p r o d u c t i o n  b y  c l i n i c a l  i s o l a t e s  t h a t  c o u l d  
b e  d e t e c t e d  w a s  3 . 0  n g / m l . S a m p l e s  c o n t a i n i n g
c o n c e n t r a t i o n s  o f  t o x i n  a b o v e  50 n g / m l  w e r e  d i l u t e d  
b e f o r e  m e a s u r e m e n t .
F i v e - f o l d  d i l u t i o n s  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  f r o m  
e a c h  o f  t h e  1 5 7  P .  a e r u g i n o s a  i s o l a t e s  w e r e  a s s a y e d .  
T a b l e  13 s h o w s  t h a t  o n l y  8 (5%) d i d  n o t  p r o d u c e  e x o t o x i n  
A u n d e r  t h e s e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  a n d  t h e r e  w a s  n o t  
a  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  n u m b e r  o f  t o x i n -  
n e g a t i v e  s t r a i n s  i n  e a c h  g r o u p  o f  i s o l a t e s .  E x o t o x i n  A 
w a s  d e t e c t e d  i n  a  t o t a l  o f  1 4 9  (95% ) i s o l a t e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a .  T h e  m ea n  t o x i n  p r o d u c t i o n  f o r  G r o u p s  I ,  
I I  a n d  I I I  w e r e  311 , 3 6 2  a n d  5 3 7  n g / m l ,  r e s p e c t i v e l y .  O f 
p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  w a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  m o r e  i s o l a t e s  i n  
t h e  n o n - i m m u n o c o m p r o m i s e d  I I I  p r o d u c e d  h i g h e r  l e v e l s  o f  
e x o t o x i n  A ( > 1 , O O O n g /m l) ,  c o m p a r e d  w i t h  G r o u p  I  ( b l o o d )  
(X2 I  v s  I I I  7 . 3  p  = 0 . 0 1 ) .  H o w e v e r ,  n o  s t a t i s t i c a l  
d i f f e r e n c e  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  e i t h e r  i s o l a t e s  o f  G r o u p s  
I I  a n d  I I I ,  o r  I  a n d  I I ,  w i t h  s i m i l a r  e x o t o x i n  A l e v e l s .
T h e  ELISA  w a s  a l s o  p e r f o r m e d  o n  t h e  f i l t r a t e s  o f  50 
u r i n e s  f r o m  n o n - l e u k a e m i c  p a t i e n t s  a n d  15 BAL s a m p l e s  
f r o m  l e u k a e m i c  p a t i e n t s .  E a c h  o f  t h e  u r i n e s  h a d  y i e l d e d  
a  s i g n i f i c a n t  g r o w t h  o f  P .  a e r u g i n o s a  ( > 1 0 5 o r g a n i s m s / m l .  
A l l  BAL c u l t u r e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  P .  a e r u g i n o s a .  O f  t h e  
50  u r i n e  s a m p l e s ,  o n l y  f o u r  (8%) w e r e  p o s i t i v e  f o r  t o x i n  
a n d  a l l  t h e  BAL s a m p l e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  e x o t o x i n  A.
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E x o t o x i n  A i n  s e r u m
I t  w a s  n e c e s s a r y  t o  d e v e l o p  a  c o m p e t i t i o n  ELISA  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  e x o t o x i n  A i n  s e r u m  b e c a u s e  p r e l i m i n a r y  
e x p e r i m e n t s  w i t h  p u r e  t o x i n  d i l u t e d  i n  NHS g a v e  h i g h  
b a c k g r o u n d  a b s o r b a n c e  v a l u e s . F i g u r e  17 s h o w s  t h e  
p r i n c i p l e  u s e d  f o r  t h e  c o m p e t i t i o n  E L IS A . E x o t o x i n  A 
a n t i b o d y  r a i s e d  i n  s h e e p  i s  b o u n d  t o  t h e  s o l i d  p h a s e  t o  
w h i c h  i s  a d d e d  a  m i x t u r e  o f  e x o t o x i n  A c o m p l e x e d  w i t h  
F IT C  a n d  s a m p l e  ( p a t i e n t ' s  s e r u m ) .  B i n d i n g  o f  t h e  
e x o t o x i n  A -  F IT C  t o  t h e  p r i m a r y  a n t i b o d y  i s  d e t e c t e d  
w i t h  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t o  F IT C  w h i c h  i s  i n  t u r n  
d e t e c t e d  b y  a n  e n z y m e  l a b e l l e d  a n t i b o d y  t o w a r d s  t h e  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y . E x o t o x i n  A i n  t h e  s a m p l e  c o m p e t e s  
w i t h  t h e  F IT C  l a b e l l e d  t o x i n  f o r  b i n d i n g  w i t h  t h e  p r i m a r y  
a n t i b o d y .  T h e r e f o r e ,  h i g h  t o x i n  A l e v e l s  i n  t h e  s a m p l e s  
r e s u l t  i n  l o w e r  a b s o r b a n c e  v a l u e s  a n d  n e g a t i v e  s a m p l e s  
g i v e  h i g h  a b s o r b a n c e  v a l u e s . A l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  a b s o r b a n c e  a n d  e x o t o x i n  A c o n c e n t r a t i o n s  w a s  
o b t a i n e d  f r o m  3 . 7 5  t o  250  n g / m l .
I n  t o t a l ,  100  s e r a  f r o m  35 p a t i e n t s  w e r e  t e s t e d  a n d  
f o u r  c a t e g o r i e s  w e r e  i d e n t i f i e d .  A) s i x  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s  w i t h  p o s i t i v e  b l o o d  c u l t u r e s  f o r  P .  a e r u g i n o s a  
- 2 0  s e r a ;  t h e  i s o l a t e s  h a d  b e e n  s h o w n  t o  b e  t o x i n  
p r o d u c e r s .  B) t e n  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  w i t h  n e g a t i v e  b l o o d  
c u l t u r e s  b u t  p o s i t i v e  f o r  P .  a e r u g i n o s a  i n  a  b o d y  s i t e  -  
40 s e r a ;  C) e l e v e n  m i s c e l l a n e o u s  i n - p a t i e n t s  w i t h  e i t h e r  
b l o o d  c u l t u r e  o r  b o d y - s i t e  p o s i t i v e  f o r  P .  a e r u g i n o s a  - 3 0  
s e r a ;  a n d  D) e i g h t  CF p a t i e n t s  who w e r e  c h r o n i c a l l y
136

c o l o n i z e d  i n  t h e  l u n g s  w i t h  P .  a e r u g i n o s a , b u t  w ho h a d  
n e g a t i v e  b l o o d  c u l t u r e s  - 1 0  s e r a .
Two o f  t h e  20 s e r a  f r o m  o n e  p a t i e n t  i n  c a t e g o r y  A 
c o n t a i n e d  d e t e c t a b l e  t o x i n s ,  w h e r e a s  6 o f  10 (50% ) s e r a  
f r o m  8 CF p a t i e n t s  w e r e  p o s i t i v e  i n  t h e  E L IS A  ( T a b l e  1 4 ) .  
C a t e g o r y  B w a s  t h e  l e a s t  f r e q u e n t  t o x i n - p o s i t i v e  g r o u p .  
T h e  t i m e  i n t e r v a l  f o l l o w i n g  b a c t e r a e m i a  f o r  t o x i n  A 
d e t e c t i o n  a p p e a r e d  t o  i n f l u e n c e  t h e  r e s u l t .  Two s a m p l e s  
w h i c h  w e r e  c o l l e c t e d  a t  w e e k s  t h r e e  a n d  f o u r  f o r  o n e  
p a t i e n t  a f t e r  t h e  f i r s t  d i a g n o s i s  o f  b a c t e r a e m i a  g a v e  
e x o t o x i n  A l e v e l s  o f  2 5 0  n g / m l  a n d  10 n g / m l ,  
r e s p e c t i v e l y .
S e v e n  s e r a ,  o n e  t o  tw o  m o n t h s  p o s t - b a c t e r a e m i c  f r o m  
t h r e e  o t h e r  p a t i e n t s  i n  c a t e g o r y  A, w e r e  a l s o  n e g a t i v e  
f o r  e x o t o x i n  A ( n o t  s h o w n  i n  t a b l e ) . F u r t h e r m o r e ,  a  
s e r i e s  o f  1 0 s e r a  f r o m  o n e  p a t i e n t  b e f o r e ,  d u r i n g  a n d  o n e  
w e e k  a f t e r  b a c t e r a e m i a  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  w e r e  a l l  
n e g a t i v e  f o r  e x o t o x i n  A.
T h e  h i g h e s t  l e v e l  o f  t o x i n  w a s  f o u n d  i n  t h r e e  
p a t i e n t s  f r o m  c a t e g o r y  C, o n e  o f  whom d i e d  a n d  t h e  CF 
g r o u p ,  r e s p e c t i v e l y .  P .  a e r u g i n o s a  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  
t h e  f a e c a l  c u l t u r e  o f  o n e  p a t i e n t  ( N o . 2 )  a n d  e x o t o x i n  A 
a t  30 n g / m l  w a s  d e t e c t e d  i n  t h e  h o m o l o g o u s  s e r u m  s a m p l e  
c o l l e c t e d  2 4 h  b e f o r e  c u l t u r e .  H o w e v e r ,  s u b s e q u e n t  s e r u m  
s a m p l e s  2 4 h  a n d  4 8 h  a f t e r  c u l t u r e  f a i l e d  t o  r e v e a l  
e x o t o x i n  A. E x o t o x i n  A w a s  d e t e c t e d  i n  a  s e r u m  s a m p l e  
f r o m  p a t i e n t  N o . 3 ,  c o l l e c t e d  24  h  p r i o r  t o  c u l t u r e ,  b u t  
s u b s e q u e n t  s a m p l e s  w e r e  n o t  a v a i l a b l e  f o r  t e s t i n g .
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H o w e v e r ,  P .  a e r u g i n o s a  w a s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  s p u t u m  a n d  
t h e  r i g h t  e y e  o f  t h i s  p a t i e n t  a l t h o u g h  b l o o d  c u l t u r e s  
r e m a i n e d  n e g a t i v e  d u r i n g  t h i s  t i m e .  H i g h  t i t r e s  o f  t o x i n  
i n  e x c e s s  o f  1 , 0 0 0  n g / m l  w e r e  d e t e c t e d  i n  t h r e e  s e r a  f r o m  
p a t i e n t  N o .  5 ( c a t e g o r y  C) who h a d  p s e u d o m o n a s  
b a c t e r a e m i a .  P a t i e n t  N o .  6 i n  t h e  s a m e ,  c a t e g o r y  w i t h ,  
l e u k a e m i a  w a s  c o l o n i z e d  i n  t h e  t h r o a t  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  
b e f o r e  p r o p h y l a x i s  a n d  s y s t e m i c a l l y  w a s  v e r y  i l l  w i t h  
p e r s i s t e n t  f e v e r .  A s e r u m  s a m p l e  c o l l e c t e d  4 8 h  a f t e r  a  
t h r o a t  c u l t u r e  w a s  s t r o n g l y  p o s i t i v e  f o r  e x o t o x i n  A 
( 7 0 0 n g / m l ) .
A n t i b o d y  t o  e x o t o x i n  A i n  p a t i e n t s  s e r u m
F i g u r e  18  s h o w s  t h e  p r i n c i p l e  f o r  t h e  c a p t u r e  ELISA  
u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  ETA-Ab i n  s e r u m .  A n t i - h u m a n  
Ig G  w a s  b o u n d  t o  t h e  s o l i d  p h a s e  a n d  t h e  s e r u m  s a m p l e  i s  
a d d e d .  T h i s  s a m p l e  c o n t a i n e d  u n r e l a t e d  a n t i b o d y  a s  w e l l  
a s  a n y  s p e c i f i c  e x o t o x i n  A a n t i b o d i e s  a l l  o f  w h i c h  w o u l d  
b e  b o u n d  i n d i s c r i m i n a t e l y .  A s t a n d a r d  a n t i g e n  e x o t o x i n  A - 
F IT C  i s  a d d e d  w h i c h  b i n d s  t o  a n t i - e x o t o x i n  A a n t i b o d i e s ;  
t h e  F IT C  l a b e l  i s  i n  t u r n  d e t e c t e d  b y  a n  a n t i -  F IT C  
m o n c l o n a l .
T h e  s a m e  p a n e l  o f  100  s e r a  f r o m  35 p a t i e n t s  w e r e  
e x a m i n e d  f o r  E T A -A b. T a b l e  14  s h o w s  t h a t  t h i s  a n t i b o d y  
w a s  d e t e c t e d  o n l y  i n  CF s e r u m  ( 6 0 % ) ,  a n d  tw o  p a t i e n t s  i n  
c a t e g o r y  C . A n t i b o d y  t o  t h e  t o x i n  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  
a n y  o t h e r  l e u k a e m i c  p a t i e n t s .  Two p a t i e n t s  ( N o s .  4 a n d  
7 )  who w e r e  p o s i t i v e  f o r  e x o t o x i n  A r e m a i n e d  n e g a t i v e  f o r
I
t h e  a n t i b o d y .  I n  c o n t r a s t ,  o n e  CF p a t i e n t  ( N o . 1 0 )  g a v e
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a  h i g h  t i t r e  ( 3 , 2 0 0 )  o f  ETA-Ab d e s p i t e  b e i n g  n e g a t i v e  f o r  
ETA i n  s e r u m .
C v t o t o x i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  
E f f e c t  o n  l e u c o c y t e s
T h e  l e u c o c y t e  p r e p a r a t i o n s  f r o m  w h o l e  b l o o d  w e r e  
f r e e  o f  p l a t e l e t s  a n d  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  70%
p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  (P M N s),  15% l y m p h o c y t e s ,  5% 
e o s i n o p h i l s  a n d  2% m o n o c y t e s .  M in o r  c o n t a m i n a t i o n  b y  
e r y t h r o c y t e s  s o m e t i m e s  o c c u r r e d .
T h e  e f f e c t  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  tw o
p s e u d o m o n a s  s t r a i n s  a n d  E .  c o l i  o n  t h e  v i a b i l i t y  o f  PMN 
i s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 9 .  A f t e r  i n c u b a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  t h e  p s e u d o m o n a s  f i l t r a t e  f o r  1 h ,  t h e  PMN c o u n t s  w e r e  
d e c r e a s e d  b y  84% ( s t r a i n  PA L 1 0 )  a n d  <99% (PA 3 4 )  b u t  
E .  c o l i  h a d  n o  e f f e c t  o n  v i a b i l i t y .  A t  30 m i n ,  t h e r e  
w a s  a  92% a n d  73% r e d u c t i o n  i n  i n t a c t  PMN w i t h  PA 34  a n d  
PA L 1 0 r e s p e c t i v e l y  a n d  l i g h t  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  
s h o w e d  a  p r o g r e s s i o n  t o w a r d s  l o s s  o f  s e g m e n t e d  n u c l e i  a n d  
f o r m a t i o n  o f  a  m o n o n u c l e a r  m a s s .  S w e l l i n g  o f  t h e
c y t o p l a s m  o c c u r r e d  a n d ,  f o l l o w i n g  r u p t u r e  o f  t h e
m e m b r a n e ,  " g h o s t  c e l l s "  w e r e  f o r m e d .  T h e s e  c e l l s  
p r o g r e s s i v e l y  d i s i n t e g r a t e d  u n t i l  a l l  m o r p h o l o g i c a l  
s t r u c t u r e s  w e r e  l o s t .  T h e s e  s t a g e s  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g u r e  2 0 .
T h e r e  w a s  a  d o s e  r e l a t e d  r e s p o n s e  t o  t h e  c y t o t o x i n  
w h e n  s e r i a l  d i l u t i o n s  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  PA 34  
w e r e  m i x e d  w i t h  PMN. A t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  u p  t o  a  
d i l u t i o n  o f  1 i n  5 o f  f i l t r a t e  t h e r e  w a s  a  m a r k e d  e f f e c t
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Figure 20 Morphological changes of human polymorphonuclear cells 
following exposure to the cytotoxin of P. aeruginosa.
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o n  PMN v i a b i l i t y  a n d  s t r u c t u r e ,  b u t  t h i s  w a s  a l m o s t  
a b s e n t  i n  d i l u t i o n s  a b o v e  1 i n  16 w h i c h  g a v e  s i m i l a r  
r e s u l t s  t o  t h e  c o n t r o l  n o t  c o n t a i n i n g  t o x i n .
T h e  s p e c i f i c i t y  o f  c y t o t o x i n  w a s  d e t e r m i n e d  b y  
t e s t i n g  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  PA 10 a n d  PA34 f o r  
h a e m o l y s i n  a n d  e x o t o x i n  A a c t i v i t y .  B o t h  f a i l e d  t o  l y s e  
s h e e p  r e d  c e l l s ,  b u t  w e a k  e x o t o x i n  A a c t i v i t y  ( 3 - 5 n g / m l )  
w a s  p r e s e n t .
A l l  157  i s o l a t e s  o f  t h e  p a n e l  w e r e  p o s i t i v e  f o r  
c y t o t o x i n  i n  b r o t h  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s .  F o l l o w i n g  
g r o w t h  i n  u n d i l u t e d  p l a s m a ,  c y t o t o x i n  w a s  s t i l l  d e t e c t e d  
i n  a l l  i s o l a t e s  a n d  t h e  r e l a t i v e  m ea n  p e r c e n t a g e s  f o r  
c y t o t o x i n  a c t i v i t y  f o r  t h e  i s o l a t e s  i n  G r o u p s  I ,  I I  a n d  
I I I  w e r e  49%, 52% a n d  53%, r e s p e c t i v e l y .
P u r i f i c a t i o n  o f  c y t o t o x i n
A 100  p i  (1 mg p r o t e i n )  s a m p l e  w a s  a p p l i e d  t o  a  FPLC 
Mono Q a n i o n  e x c h a n g e  c o lu m n  a n d  e l u t e d  i n  1 m l 
f r a c t i o n s . T h e  f o u r  f r a c t i o n s  s h o w i n g  p e a k s  o f  
a b s o r b a n c e  f o r  p r o t e i n s  w e r e  p o o l e d  ( F i g u r e  21 ) a n d  
s t r o n g e s t  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  w a s  g i v e n  b y  p o o l  I I .  I t  
w a s  n e c e s s a r y  t o  u s e  a  s l i d e  a d h e s i o n  PMN a s s a y  t o  
d e m o n s t r a t e  c y t o t o x i c i t y  i n  t h e  s m a l l  v o l u m e s  a v a i l a b l e .  
T h e  c o n c e n t r a t e d  p o o l s  w e r e  r u n  i n  SDS-PAGE a n d  s t a i n e d  
f o r  p r o t e i n  b a n d s .  F i g u r e  22  s h o w s  t h a t  f r a c t i o n  I  
c o n t a i n e d  t h r e e  p r o t e i n  b a n d s  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  
w e i g h t  4 4 ,  3 4 ,  a n d  29 k d .  No p r o t e i n s  w e r e  d e t e c t e d  i n  
f r a c t i o n s  I I I  a n d  I V .  T h r e e  d e n s e  b a n d s  w e r e  p r e s e n t  i n  
f r a c t i o n  I I  w i t h  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  5 4 ,  4 0 ,
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Figure 21 FPLC profile of culture supernatant containing cytotoxin of 
strain PA 34
1 2 3
Figure 22 SDS-PAGE of cytotoxin of P. aeruginosa. Lane 1: molecular weight 
standards (kd), lane 2: pool I, lane 3: pool II.
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38  k d  r e s p e c t i v e l y .  A f a i n t e r  b a n d  o f  23 k d  w a s  a l s o  
p r e s e n t .
H a e m o l y s i n ,  e x o t o x i n  A a n d  e l a s t a s e  a c t i v i t i e s  w e r e  
n o t  d e t e c t e d  i n  a n y  f r a c t i o n s .  H o w e v e r ,  f r a c t i o n  I  
p r o d u c e d  v e r y  w e a k  a l k a l i n e  p r o t e a s e  a c t i v i t y .  
H a e m o l y s i n  p r o d u c t i o n
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  h a e m o l y s i n  a c t i v i t y  i s  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  p h o s p h a t e  c o n t e n t  o f  t h e  m e d iu m  a n d  
t h e r e f o r e  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  a s s e s s  t h e  h a e m o l y t i c  
a c t i v i t y  o f  s t r a i n s  g r o w n  i n  d i f f e r e n t  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
p h o s p h a t e  i o n s . T a b l e  15 s h o w s  t h a t  tw o  s t r a i n s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  p r o d u c e d  h i g h e r  h a e m o l y s i n  t i t r e s  i n  
n u t r i e n t  b r o t h  t h a n  i n  TSB o r  B H I . T h i s  w a s  d i r e c t l y  
c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  p h o s p h a t e  c o n t e n t  o f  t h e  m e d iu m .  
A l t h o u g h  b a c t o p e p t o n e  c o n t a i n e d  t h e  l e a s t  p h o s p h a t e  ( 0 . 8 3  
m M o l /L ) ,  t h i s  m e d iu m  l y s e d  s h e e p  e r y t h r o c y t e s  i n  c o n t r o l  
t e s t s  a n d  w a s  t h e r e f o r e  u n s u i t a b l e .
N u t r i e n t  b r o t h  w a s  t h e r e f o r e  s e l e c t e d  a s  t h e  
s t a n d a r d  m ed iu m  f o r  h a e m o l y s i n  p r o d u c t i o n .  T h e
t e m p e r a t u r e  d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n f l u e n c e  t h e  h a e m o l y t i c  
t i t r e  b u t  t h e  t i t r e s  o f  s t r a i n s  PA 1 6 a n d  PA L 27  w e r e  o n e  
t o  tw o  f o l d  h i g h e r  a t  3 7 °C t h a n  a t  3 0 °C . A g i t a t i o n  o f  
t h e  c u l t u r e s  d i d  n o t  i n c r e a s e  t h e  y i e l d  o f  h a e m o l y s i n  
p r o d u c t i o n  a t  3 7 °C b u t  a t  3 0 °C t h e  t i t r e s  o f  b o t h  s t r a i n s  
i n c r e a s e d  f o u r f o l d  f o l l o w i n g  s h a k i n g .  T h e  a d d i t i o n  o f  1 % 
g l u c o s e  t o  s t a t i c  b r o t h  c u l t u r e s  a t  37°C  o f  t h e  tw o  
s t r a i n s  r e s u l t e d  i n  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  h a e m o l y s i n  
p r o d u c t i o n .
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Table 15
Influence of phosphate on the production of haemolysin of 
P. aeruginosa
Titre of haemolysin from strain
Media PhosphatemMol/L PA16 PA L27
TSB 14.20 4 4
NB 01.03 16 8
BHIB 18.60 UD 2
TSB : Trypticase soy broth
NB : Nutrient broth
BHIB : Brain heart infusion broth
UD : Undiluted
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A l l  157  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n  e a c h  g r o u p  w e r e  
g r o w n  i n  n u t r i e n t  b r o t h  w i t h  1% g l u c o s e ,  a t  3 7 °C f o r  48 h .  
T h e r e  w a s  l i t t l e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  
p l a t e  a s s a y  a n d  t h e  t i t r e  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  w i t h  
s u s p e n s i o n  o f  r e d  c e l l s .  D e s p i t e  t h e  f a c t  t h a t  a l l  o f  
t h e  i s o l a t e s  w e r e  h a e m o l y t i c  o n  s h e e p  b l o o d  a g a r ,  7 0 (4 5 % )  
f a i l e d  t o  p r o d u c e  h a e m o l y s i n  i n  b r o t h  c u l t u r e  ( T a b l e  1 6 ) .  
S i x  (4%) w e r e  p o s i t i v e  i n  u n d i l u t e d  s a m p l e s  o n l y  a n d  t h e  
r e m a i n i n g  g a v e  t i t r e s  o f  2 t o  1 6 .
I n  G r o u p  I ,  26  o f  t h e  52  (50% ) i s o l a t e s  p r o d u c e d  
h a e m o l y s i n  t i t r e s  o f  4 o r  g r e a t e r .  I n  c o n t r a s t ,  16 o f  
t h e  50 (32% ) i s o l a t e s  i n  G r o u p  I I  a n d  16 o f  55 (29% ) i n  
G r o u p  I I I  p r o d u c e d  s i m i l a r  t i t r e s .  S t a t i s t i c a l l y ,  a  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n u m b e r  o f  i s o l a t e s  
p r o d u c i n g  t i t r e s  o f  4 o r  g r e a t e r  w a s  f o u n d  b e t w e e n  g r o u p
I  a n d  I I I  (x2 = 6 . 2 ,  p  = 0 . 0 1 ) .  H o w e v e r ,  n o  s t a t i s t i c a l  
d i f f e r e n c e  w a s  d e m o n s t r a b l e  b e t w e e n  e i t h e r  G r o u p s  I  a n d
I I  (x2 3 . 4 )  o r  G r o u p s  I I  a n d  I I I  (x2 = 0 . 1 ) .
A l l  t h e  f i l t r a t e s  s h o w i n g  h a e m o l y s i n  a c t i v i t y  w e r e  
b o i l e d  a n d  t e s t e d  a g a i n  t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  h e a t  
l a b i l e  (PLC) a n d  h e a t - s t a b l e  ( g l y c o l i p i d )  h a e m o l y s i n .  O f 
t h e  87  e r y t h r o c y t e  p o s i t i v e  ( s h e e p  c e l l s )  i s o l a t e s ,  
6 4 (7 4 % )  r e t a i n e d  h a e m o l y t i c  a c t i v i t y .  T h e r e  w a s  a  s m a l l  
d i f f e r e n c e  i n  t h e  n u m b e r s  o f  i s o l a t e s  p r o d u c i n g  h e a t -  
s t a b l e  g l y c o l i p i d s  b e t w e e n  G r o u p s  I  a n d  I I I  (x2 4 . 3 ,  
p  = 0 . 0 5 )  a n d  G r o u p s  I I  a n d  I I I  (x2 3 . 9 ,  p  = 0 . 0 5 ) .
Quantitation of haemolysin
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Haemolysin titres of supernatants of 157 clinical isolates of 
P . aeruginosa
Haemolytic titre 
on sheep red cells 
No. of Negative Undiluted < 2  > 4
Groups isolates No. (%) No. (%) No.(%) No.(%)
Table 16
I 52 20 (39) Nil (0) 6 (11) 26 (50)«
II 50 27 (54) 3 (6) 4 (8) 16 (32)
III 55 3 (42) 3 (5) 13 (24) 16 <29)«
Total 157 70 (45) 6 (4) 23 (15) 58 (36)
< :X2 = 6.2, p = 0.01
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I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  
h a e m o l y t i c  a c t i v i t y  a n d  p r o d u c t i o n  o f  p h o s p h o l i p a s e  
( l e c i t h i n a s e )  e n z y m e s  b y  P .  a e r u g i n o s a ,  t h e  e g g  y o l k  
r e a c t i o n  a n d  s p e c i f i c  p h o s p h o l i p a s e  C a c t i v i t y  o f  t h e  
i s o l a t e s  w a s  m e a s u r e d  a n d  c o m p a r e d  w i t h  t h e i r  h a e m o l y t i c  
t i t r e s .  A l l  i s o l a t e s  p r o d u c e d  a n  o p a c i t y  i n  e g g  y o l k  
a g a r  m e d iu m ,  b u t  1 9 (1 2 % )  c o n s i s t e n t l y  g a v e  w e a k  r e a c t i o n s  
i n  t h e  t i t r a t i o n  a s s a y .  O n l y  u n d i l u t e d  f i l t r a t e s  o f  77 
i s o l a t e s  ( T a b l e  1 7 )  s h o w e d  l e c i t h i n a s e  a c t i v i t y  i n  t h e  
t i t r a t i o n  a s s a y .  O v e r a l l ,  o v e r  h a l f  o f  t h e  i s o l a t e s  
s t u d i e d  (56% ) f a i l e d  t o  g i v e  h a e m o l y t i c  t i t r e s  i n  t h e  
t u b e  t e s t ,  b u t  a l l  w e r e  a c t i v e  i n  t h e  e g g  y o l k ,  NPPC a n d  
s h e e p  e r y t h r o c y t e  p l a t e  a s s a y s .
T h e  s p e c i f i c  p h o s p h o l i p a s e  C a c t i v i t y ,  a s  m e a s u r e d  
i n  t h e  NPPC a s s a y ,  i s  a l s o  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 7 .  A l l  
i s o l a t e s  t e s t e d  p r o d u c e d  PLC. T h e  v a l u e s  r a n g e d  f r o m  
0 . 1 4  t o  1 4 . 7  f o r  G r o u p  I ,  0 . 3 4  t o  3 2 . 7  f o r  G r o u p  I I  a n d  
0 . 1 8  t o  2 1 . 2  f o r  G r o u p  I I I .  G r o u p  I I  i s o l a t e s  g e n e r a l l y  
p r o d u c e d  h i g h e r  l e v e l s  o f  PLC t h a n  e i t h e r  G r o u p  I  o r  
G r o u p  I I I .  T h i s  w a s  a  s i g n i f i c a n t  f i n d i n g  b y  t h e  S t u d e n t  
t  t e s t  ( G r o u p  I  v s .  I I ,  p  = < 0 . 0 5 ;  G r o u p  I I  v s .  I l l ,  p =  
0 . 0 0 0 4 1 ) .
L e c i t h i n a s e  a c t i v i t y  an d  h a e m o ly s is
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T h e  m a j o r i t y  o f  t h e  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  w e r e  
i d e n t i f i e d  i m m e d i a t e l y  b y  t h e i r  c h a r a c t e r i s t i c  
p i g m e n t a t i o n ,  " f r u i t y  o d o u r "  a n d  c o l o n i a l  m o r p h o l o g y .  
S u c h  c h a r a c t e r i s t i c s  c o u p l e d  w i t h  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  
o r g a n i s m s  t o  p r o d u c e  c y t o c h r o m e  o x i d a s e  a n d  t o  o x i d i s e  
g l u c o s e  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  c o n f i r m  i d e n t i f i c a t i o n  o f  
P . a e r u g i n o s a .
I d e n t i f i c a t i o n  o f  P .  a e r u g i n o s a  i s  c o m m o n ly  a c c e p t e d  
o n  t h e  b a s i s  o f  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p y o c y a n i n ,  ( G i l a r d i ,  
1 9 8 0 ) .  I n  t h i s  s t u d y ,  67% o f  s t r a i n s  p r o d u c e d  t h i s  
p i g m e n t  a f t e r  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  g i v i n g  a  h i g h e r  
i n c i d e n c e  o f  p r o d u c t i o n  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  b y  K n i g h t  e t  
a l . ,  ( 1 9 7 9 )  w ho f o u n d  o n l y  a b o u t  h a l f  o f  c l i n i c a l  
i s o l a t e s  p r o d u c e d  p y o c y a n i n .  I t  s h o u l d  b e  r e m e m b e r e d  
t h a t  m o s t  i d e n t i f i c a t i o n  m a t r i c e s  t h a t  g i v e  p e r c e n t a g e  
p o s i t i v e  r e s u l t s  a r e  e s t a b l i s h e d  o n  s t r a i n  s e t s  t h a t  a r e  
a t y p i c a l  i n  b i o c h e m i s t r y  a n d  t h e r e f o r e  h a v e  b e e n  
s u b m i t t e d  f o r  f u r t h e r  t a x o n o m i c  t e s t s .  T h u s ,  m o s t  
s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  r o u t i n e  l a b o r a t o r y  m ay b e  
g r e e n  a n d  a r e  n o t  s a v e d  f o r  f u r t h e r  i d e n t i f i c a t i o n .  T h i s  
i s  i n  c o n t r a s t  t o  n o n - p i g m e n t e d  s t r a i n s  w h i c h  h a v e  t o  b e  
t e s t e d  f u r t h e r  f o r  s p e c i e s  i d e n t i t y .  A g o o d  e x a m p l e  o f  
t h i s  i s  t h a t  i n  t h e  m a t r i x  o f  H o lm e s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 6 )  o n l y  
23% o f  P .  a e r u g i n o s a  t e s t e d  p r o d u c e d  a  g r e e n  p i g m e n t  o n  
n u t r i e n t  a g a r  ( p y o c y a n i n ) . I t  i s  c l e a r  t h a t  t h i s  v a l u e  
i s  h e a v i l y  b i a s e d  b y  t h e  a t y p i c a l  n a t u r e  o f  t h e  s t r a i n s  
u n d e r  t e s t .  F u r t h e r m o r e ,  d i s c r e p a n c i e s  i n  t h e  f r e q u e n c y  
o f  p y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  b e t w e e n  s e t s  o f  s t r a i n s  m ay b e
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d u e  t o  t h e  t y p e  o f  m e d i a  e m p l o y e d  a s  p y o c y a n i n  p r o d u c t i o n  
i s  e n h a n c e d  b y  a  n u m b e r  o f  f a c t o r s  i n c l u d i n g  g l y c e r o l ,  
m a g n e s i u m ,  p o t a s s i u m  a n d  i r o n  ( G i l a r d i ,  1 9 8 0 ) .
I t  w a s  o b s e r v e d  t h a t  m o r e  i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  
t h e  b o d y  s i t e s  o f  l e u k a e m i a  p a t i e n t s  f a i l e d  t o  f o r m  
p y o c y a n i n  c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  b l o o d  o f  
t h e s e  p a t i e n t s . T h e  p o t e n t i a l  p a t h o g e n i c  r o l e  o f  
p y o c y a n i n  i s  c o n t r o v e r s i a l .  S c h o e n t a l  ( 1 9 4 1 )  f o u n d  t h a t  
50  m g /m l  o f  c r u d e  p i g m e n t  i n h i b i t e d  t h e  g r o w t h  o f  
c u l t u r e d  f i b r o b l a s t s  a n d  i n t r a p e r i t o n e a l  i n j e c t i o n s  o f  1 
mg o f  t h i s  p r e p a r a t i o n  w e r e  l e t h a l  f o r  m i c e .  I t  i s  
d o u b t f u l  w h e t h e r  a l l  p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  w h i c h  w e r e  
a t t r i b u t e d  t o  p y o c y a n i n  w e r e  i n d e e d  d u e  o n l y  t o  t h e  
p i g m e n t .  S u b s e q u e n t  s t u d i e s  f a i l e d  t o  r e v e a l  t o x i c i t y  i n  
v i v o  ( C r u i c k s h a n k  & L o w b u r y ,  1 9 5 3 ,  L i u  e t  a l . , 1 9 6 1 )  a n d  
t h i s  p r o m p t e d  L i u  ( 1 9 7 9 )  t o  c o n c l u d e  t h a t  p y o c y a n i n  d i d  
n o t  p l a y  a  s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  h u m an  
i n f e c t i o n s .  N e v e r t h e l e s s ,  p y o c y a n i n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  
a l t e r  c e l l  f u n c t i o n s  i n  s e v e r a l  s y s t e m s .  F o r  e x a m p l e ,  
S o r e n s e n  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  r e p o r t e d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  
l y m p h o c y t e  p r o l i f e r a t i o n  b y  c e l l - f r e e  P .  a e r u g i n o s a  
c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  c o n t a i n i n g  p y o c y a n i n  a n d  o t h e r  s m a l l  
m o l e c u l a r  w e i g h t  h e a t  r e s i s t a n t  c o m p o u n d s . I n  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  i n  whom t h e  l y m p h o c y t i c  s e r i e s  
i s  a f f e c t e d ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  p r o v i d e d  t h e  f a c t o r s  r e a c h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  i n h i b i t o r y  a c t i v i t y ,  b a c t e r a e m i a  w i t h  
p y o c y a n i n  p r o d u c i n g  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  m ay m o d i f y  
l y m p h o c y t e  s u b - p o p u l a t i o n s  a n d  p r o d u c e  s e c o n d a r y
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s u p p r e s s i o n  o f  c e l l u l a r  i m m u n i t y .  P i g m e n t  c o n t a i n i n g  
p r e p a r a t i o n  f r o m  P .  a e r u g i n o s a  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
i m p a i r  c e l l u l a r  r e s p i r a t i o n  ( A r m s t r o n g  e t  a l . ,  1 9 7 1 )  a n d  
i n h i b i t  t h e  b e a t i n g  o f  h u m an  r e s p i r a t o r y  c i l i a  ( W i l s o n  e t  
a l . ,  1 9 8 7 ) .  E a r l y  i n  a n  i n f e c t i o n  i t  w o u l d  b e
a d v a n t a g e o u s  f o r  a n  i n v a d i n g  b a c t e r i u m  t o  p r o d u c e  s u c h  a n  
a g g r e s s i n  a n d  t h u s  a l l o w  i t  t o  e s t a b l i s h  i t s e l f  i n  t h e  
r e s p i r a t o r y  m u c o s a l  t r a c t .  T h e  a s s o c i a t i o n  o f  p i g m e n t  
p r o d u c t i o n  a n d  c l i n i c a l  s i t e  o f  i n f e c t i o n  d e m o n s t r a t e d  
h e r e  s u g g e s t s  t h a t  f u r t h e r  w o r k  may b e  o f  v a l u e .
S t r a i n  t y p e  i d e n t i t y
A b o u t  92% o f  t h e  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
w e r e  t y p a b l e  b y  0 a n t i s e r a .  O v e r a l l ,  s e r o t y p e s  0 6 ,  0 1 1 ,  
01 a n d  03 p r e d o m i n a t e d  b u t  s e r o t y p e  011 w a s  m o r e  c o m m o n ly  
r e c o v e r e d  f r o m  b o d y  s i t e s  t h a n  f r o m  t h e  b l o o d  o f  
l e u k a e m i c  p a t i e n t s .  T h e  s e r o t y p e  d i s t r i b u t i o n  i n  t h i s  
i s o l a t e  s e t  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  f o u n d  i n  v a r i o u s  s u r v e y s  
f r o m  d i f f e r e n t  c o u n t r i e s  ( P i t t ,  1 9 8 8 )  a n d  i n  p a r t i c u l a r ,  
06  a n d  011 a r e  u n i v e r s a l l y  a c c e p t e d  t o  b e  common t y p e s .
F a r m e r  e t  a l . ,  ( 1 9 8 2 )  a n d  N o o n e  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3 )  s h o w e d
t h a t  s e r o g r o u p  011 w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  o u t b r e a k s  o f
i n f e c t i o n  i n  h o s p i t a l s  i n  t h e  USA a n d  t h e  UK
r e s p e c t i v e l y . T h i s  s e r o g r o u p  a p p e a r s  t o  h a v e  a  
p r e d i l e c t i o n  f o r  i n f e c t i o n  o f  s k i n  a n d  h a s  b e e n  
r e p e a t e d l y  r e p o r t e d  a s  a  c a u s e  o f  d e r m a t i t i s  a n d  w h i r l ­
p o o l  a s s o c i a t e d  f o l l i c u l i t i s  ( P i t t ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .  S e r o t y p e  011 h a s  a l s o  b e e n  a s s o c i a t e d  
w i t h  e n d o c a r d i t i s  i n  d r u g  a d d i c t s  ( L e v i n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
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F u r t h e r m o r e ,  c e r t a i n  s e r o t y p e s ,  a l b e i t  i n  s m a l l
n u m b e r s ,  s u c h  a s  0 5 ,  0 7 ,  0 8 ,  0 9 ,  0 1 2  a n d  0 1 6  w e r e
c o n f i n e d  t o  t h e  l e u k a e m i c  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  (I a n d  II). 
T h e  s i g n i f i c a n c e  o f  t h i s  f i n d i n g  i s  n o t  k n o w n  a s  n o
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s e r o t y p e  a n d  e x p r e s s i o n  o f  
e x t r a c e l l u l a r  f a c t o r s  c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d .  My r e s u l t s  
a r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  Wood e t  a l . ,  { 1 9 8 6 ) ,  w ho  e x a m i n e d
1 3 2  c l i n i c a l  i s o l a t e s  f r o m  a  v a r i e t y  o f  c l i n i c a l  s i t e s
i n c l u d i n g  b l o o d  o f  p a t i e n t s  a n d  f a i l e d  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  
c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  s e r o t y p e  a n d  e x o p r o d u c t  l e v e l s .
I t  w a s  c l e a r  i n  t h i s  s t u d y  t h a t  c r o s s - i n f e c t i o n  w a s  
n o t  a  p r o b l e m  i n  t h e  p a t i e n t  g r o u p s  a s  a t  l e a s t  t w o -  
t h i r d s  w e r e  c l e a r l y  d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  e a c h  o t h e r  b y  
p h a g e  t y p i n g .  T h i s  f i n d i n g  i s  i m p o r t a n t  i n  t h e  c o n t e x t  
o f  s t u d i e s  o f  e x o p r o d u c t  o f  P .  a e r u g i n o s a .  M any s u r v e y s  
h a v e  f a i l e d  t o  p r o v i d e  e v i d e n c e  o f  t h e  s i n g u l a r i t y  o f  
s t r a i n s  a n d  g i v e  o n l y  t h e  n u m b e r  o f  i s o l a t e s  t e s t e d .  T h e  
c o n t r i b u t i o n  o f  c r o s s - i n f e c t i o n  i s  t h e r e f o r e  u n k n o w n  i n  
s u c h  s t u d i e s .  T h e  l a c k  o f  c r o s s - i n f e c t i o n  i n  t h e s e  
p a t i e n t s  w a s  r e m a r k a b l e  c o n s i d e r i n g  t h a t  t h e r e  w a s  
o v e r l a p  b e t w e e n  so m e  p a t i e n t s  i n  h o s p i t a l  a n d  t h i s  i s  a  
t r i b u t e  t o  t h e  s t a n d a r d  o f  h y g i e n i c  p r a c t i c e  i n  
p r e v e n t i n g  common s o u r c e  o u t b r e a k s  o r  p e r s o n - t o - p e r s o n  
s p r e a d .
A l t h o u g h  P .  a e r u g i n o s a  i s  a  f r e q u e n t  c o m p l i c a t i o n  i n  
d e b i l i t a t e d  a n d  i m m u n o c o m p r o m is e d  p a t i e n t s  ( N a t h a n  e t  
a l . ,  1 9 7 3 ;  F e i g e n  & S h e a r e r ,  1 9 7 5 ;  B o d e y  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) ,  
t h e  i n c i d e n c e  o f  p r o d u c t i o n  a n d  r o l e  o f  p a t h o g e n i c
158
f a c t o r s  i n  v i v o  h a v e  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  i n  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s .
F r o t e a s e s
A b o u t  94% o f  t h e  P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s  r e c o v e r e d  
f r o m  c l i n i c a l  s a m p l e s  i n  t h i s  s t u d y  p r o d u c e d  p r o t e a s e s .  
T h i s  w a s  i n  g e n e r a l  a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s  s t u d i e s  
( J a n d a  & B o t t o n e ,  1 9 8 1 ;  J a g g e r  e t  a l . , 1 9 8 3 ;  N i c a s  & 
I g l e w s k i ,  1 9 8 5 )  w h i c h  a l s o  s h o w e d  a  h i g h  i n c i d e n c e  o f  
p r o d u c t i o n  b y  i s o l a t e s  f r o m  v a r i o u s  s p e c i m e n  s a m p l e s .  
H o w e v e r ,  I  f o u n d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  a m o u n t  
o f  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  b e t w e e n  s t r a i n s  
i s o l a t e d  f r o m  b a c t e r a e m i c  p a t i e n t s  ( G r o u p  I )  a n d  o t h e r  
s o u r c e s  ( G r o u p s  I I  a n d  I I I ) .  W r e t l i n d  e t  a l . ,  ( 1 9 7 3 )  
a n d  H e d b e r g  e t  a l . ,  ( 1 9 6 9 )  r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s  b u t  
B a l t c h  e t  a l . ,  ( 1 9 7 5 )  f o u n d  t h a t  p s e u d o m o n a s  s t r a i n s  
i s o l a t e d  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  s e p t i c a e m i a  p r o d u c e d  l a r g e r  
a m o u n t s  o f  p r o t e a s e  t h a n  s t r a i n s  f r o m  o t h e r  s o u r c e s . T h e  
c o n f l i c t i n g  r e s u l t s  may b e  d u e  t o  v a r i a t i o n  i n  
e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  F o r  e x a m p l e ,  h e r e ,  t h e  a d d i t i o n  
o f  c a s e i n  t o  t h e  g r o w t h  m e d iu m  i n c r e a s e d  t h e  y i e l d  o f  
p r o t e a s e s .  W r e t l i n d  a n d  W a d s t r o m  ( 1 9 7 7 )  r e p o r t e d  t h a t  
c l i n i c a l  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  g r o w n  i n  a  c o m p l e x  
m e d iu m  c o n t a i n i n g  y e a s t  e x t r a c t ,  g l u c o s e ,  c a l c i u m  a n d  
c a s a m i n o  a c i d s  p r o d u c e d  o n l y  tw o  p r o t e a s e s . B u t  w h e n  t h e  
s a m e  s t r a i n  w a s  g r o w n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c a s a m i n o  a c i d s  
t h r e e  p r o t e a s e s  w e r e  d e t e c t e d  b y  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g .
S e v e r a l  r e p o r t s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p r o t e a s e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  v i r u l e n c e  o f  t h i s
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b a c t e r i u m  ( S n e l l  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  H o l d e r  & H a i d a r i s ,  1 9 7 9 ) .  
T h i s  may b e  a c c o m p a n i e d  e i t h e r  b y  p r o t e o l y t i c  a c t i o n  
w h i c h  p r o v i d e s  a d d i t i o n a l  n u t r i e n t s  a s  s u g g e s t e d  b y  
C i c m a n e c  a n d  H o l d e r  ( 1 9 7 8 )  o r  b y  d e s t r u c t i o n  o f  t h e  
c e l l u l a r  a n a t o m i c a l  b a r r i e r  t h u s  f a c i l i t a t i n g
p r o l i f e r a t i o n  a n d  i n v a s i o n .
A l l  p s e u d o m o n a s  s t r a i n s  r e c o v e r e d  f r o m  G r o u p  I  
( b l o o d )  p r o d u c e d  p r o t e a s e s  c o m p a r e d  w i t h  86% i n  G r o u p  I I  
( b o d y  s i t e ) . T h i s  w a s  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  a n d  
p r o b a b l y  i n d i c a t e s  t h a t  b a c t e r a e m i c  s t r a i n s  m ay b e  m o r e  
v i r u l e n t  d u e  t o  t h e  p o s s e s s i o n  o f  t h i s  e n z y m e .  T h e  
s p e c i f i c  e l a s t a s e  a c t i v i t y  s h o w e d  t h a t  i s o l a t e s  f r o m  n o n ­
i m m u n o c o m p r o m is e d  g r o u p  ( I I I )  m ay b e  m o r e  v i r u l e n t  a s  
a p p r o x i m a t e l y  o n e - q u a r t e r  o f  t h e m  p r o d u c e d  h i g h e r  e l e v e l s  
o f  t h i s  e n z y m e  t h a n  e i t h e r  o f  t h e  i s o l a t e s  f r o m  t h e  
l e u k a e m i c  g r o u p s  ( I  & I I ) .  H o w e v e r ,  t h e r e  w a s  n o  
s t a t i s t i c a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  n u m b e r  o f  i s o l a t e s
p r o d u c i n g  g e l a t i n a s e .
F i b r o n e c t i n  i s  o n e  o f  s e v e r a l  s t r u c t u r a l
m a c r o m o l e c u l e s  t h a t  f o r m  t h e  s u p p o r t i v e  f r a m e w o r k  o f  
i n t e r s t i t i a l  s p a c e s ,  b a s e m e n t  m e m b r a n e s  a n d  c o n n e c t i v e  
t i s s u e  ( M o s h e r ,  1 9 8 4 ;  H y n e s ,  1 9 8 5 ) .  I t  h a s  b e e n  s h o w n  
t h a t  t h i s  p r o t e i n  m e d i a t e s  t h e  b i n d i n g  o f  c e r t a i n  g r a m -  
p o s i t i v e  b a c t e r i a  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( A b r a h a m  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ;  S i m p s o n  & B e a c h e y ,  1 9 8 3 ) .  I n  c o n t r a s t ,  f i b r o n e c t i n  
s e r v e d  a s  a  b a r r i e r  t h a t  b l o c k s  t h e  a d h e r e n c e  o f  
P .  a e r u g i n o s a  a n d  E .  c o l i  t o  u p p e r  r e s p i r a t o r y  t r a c t  
e p i t h e l i u m  ( A b r a h a m  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  a n d  W oods e t  a l . ,
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( 1 9 8 0 a ;  1 9 8 1 )  s h o w e d  t h a t  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  p r o m o t e d  
t h e  a d h e r e n c e  o f  t h i s  b a c t e r i u m  t o  b u c c a l  e p i t h e l i a l  c e l l  
b y  d e g r a d i n g  t h e  f i b r o n e c t i n  l a y e r  o n  t h e  c e l l  s u r f a c e .
C r u d e  p r o t e a s e s  o f  t h r e e  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
s t u d i e d  h e r e  d e s t r o y e d  o v e r  70% o f  h u m a n  f i b r o n e c t i n  a s  
m o n i t o r e d  w i t h  a n  E L IS A . T h i s  s u p p o r t s  t h e  v i e w  t h a t  b y  
r e n d e r i n g  t h e  c e l l  s u r f a c e s  s u s c e p t i b l e  t o  a t t a c h m e n t ,
P .  a e r u g i n o s a  i s  a b l e  t o  c o l o n i z e  a n d  i n v a d e  t h e  t i s s u e  
i n  t h e  i n i t i a l  s t a g e s  o f  i n f e c t i o n .  C o l o n i z a t i o n  may 
a l s o  b e  f a c i l i t a t e d  b y  t h e  d e g r a d a t i o n  o f  b a s e m e n t  
m e m b r a n e  p r o t e i n s .  I n d e e d ,  H e c k  a n d  c o l l e a g u e s  ( 1 9 8 6 a ;  
1 9 8 6 b )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  P .  a e r u g i n o s a  p r o t e a s e s  w e r e  
a b l e  t o  d e g r a d e  h u m an  l a m i n i n  a n d  c o l l a g e n  I V ,  t h e  tw o  
m a j o r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  b a s e m e n t  m e m b r a n e s  ( A b r a h a m s o n ,  
1 9 8 6 ;  T i m p l i ,  1 9 8 9 )  w h i c h  n o r m a l l y  f u n c t i o n  a s  s t r u c t u r a l  
p r o t e i n s  t o  m a i n t a i n  t i s s u e  i n t e g r i t y .  T h e s e  w o r k e r s  
a l s o  s h o w e d  t h a t  w h i l e  P .  a e r u g i n o s a  e l a s t a s e  e x t e n s i v e l y  
d e g r a d e s  t h e  A a n d  B p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  l a m i n i n ,  t h e  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  d e g r a d e s  A c h a i n  m o r e  r a p i d l y  a n d  
e x t e n s i v e l y  t h a n  t h e  B c h a i n  o f  l a m i n i n .  I n  a d d i t i o n ,  
e l a s t a s e  d e g r a d e s  t y p e  IV  c o l l a g e n ,  a  m a j o r  c o m p o n e n t  o f  
a l l  v a s c u l a r  t i s s u e  ( M i l l e r  & G a y ,  1 9 8 2 ) .  T h u s ,  i t  w o u l d  
s e e m  h i g h l y  l i k e l y  t h a t  f o l l o w i n g  a t t a c h m e n t  o f  
P .  a e r u g i n o s a ,  d e g r a d a t i o n  o f  l a m i n i n  b y  a l k a l i n e  
p r o t e a s e  m ay i n i t i a l l y  d a m a g e  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l  s u r f a c e  
a n d  a l l o w  b a c t e r i a l  c o l o n i z a t i o n .  F u r t h e r  d a m a g e  o f  
l a m i n i n ,  e l a s t i n  a n d  t y p e  IV  c o l l a g e n  b y  P .  a e r u g i n o s a  
e l a s t a s e  m ay f o l l o w  a n d  t h e  p r o c e s s  o f  d e g r a d a t i o n  may
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e x c e e d  s y n t h e s i s  o f  new  p r o t e i n s .  I n  t h i s  c a s e  
e p i t h e l i a l  a n d  v a s c u l a r  i n t e g r i t y  w o u l d  n o t  b e  m a i n t a i n e d  
a n d  u l t i m a t e l y  t h e  c e l l  a n d  h e n c e ,  t i s s u e ,  w i l l  d i e .
T h e  m a j o r i t y  o f  i s o l a t e s  f r o m  a l l  c l i n i c a l  s o u r c e s  
a n d  g r o u p s  f a i l e d  t o  p r o d u c e  p r o t e a s e s  i n  p l a s m a  b u t  o v e r  
90% o f  t h e  c u l t u r e s  p r o d u c e d  t h e  e n z y m e  i n  u r i n e .  T a b l e  
11 s h o w s  t h a t  p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  i n  p l a s m a  w a s  d e t e c t e d  
i n  o n l y  9% o f  t h e  i s o l a t e s  w h i l e  e l a s t a s e  a c t i v i t y  w a s  
c o n f i n e d  t o  3%. T h e  e x p e r i m e n t  i n  w h i c h  t h e  tw o  s t r a i n s  
o f  P .  a e r u g i n o a  w e r e  g r o w n  i n  v a r i o u s  d i l u t i o n s  o f  p l a s m a  
( F i g .  6 )  c l e a r l y  s h o w e d  t h a t  a l t h o u g h  t h e  b a c t e r i a l  
g r o w t h  r e m a i n e d  c o n s t a n t ,  p r o t e a s e  p r o d u c t i o n  d e c r e a s e d  
w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p l a s m a .  I n  c o n t r a s t ,  
t h e  e n z y m e s  o f  a c t i v e l y  p r o t e o l y t i c  s t r a i n s  o f  
P .  m i r a b i l i s ,  A .  h y d r o p h i l i a  a n d  S .  m a r c e s e n s  w e r e  n o t  
i n h i b i t e d  b y  p l a s m a .
I t  i s  k n o w n  t h a t  a 2 m a c r o g l o b u l i n  ( a 2MG) i n  p l a s m a  
i n h i b i t s  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  ( H o c h s t r a s s e r  e t  a l . ,  
1 9 7 3 ) .  I n  t h i s  s t u d y  p r o t e a s e  p r e p a r a t i o n s  o f  t h r e e  
s t r a i n s  o f  p s e u d o m o n a s  w e r e  i n h i b i t e d  a p p r o x i m a t e l y  b y  
60% w i t h  a 2MG. I n  l o c a l i s e d  i n f e c t i o n s  w h e r e  t h i s  
p r o t e a s e  i n h i b i t o r  may b e  p r e s e n t  i n  i n s u f f i c i e n t  a m o u n t s  
t h e  p r o t e a s e s  may e x e r t  t h e i r  d a m a g i n g  a c t i v i t y  a n d  
f a c i l i t a t e  t h e  s p r e a d  o f  t h e  o r g a n i s m  t o  o t h e r  t i s s u e s  
a n d  b l o o d  s t r e a m .  I n d e e d ,  H o l d e r  ( 1 9 8 3 )  s h o w e d  t h a t  
l o c a l  t r e a t m e n t  o f  b u r n e d  m i c e  i n f e c t e d  w i t h  
P .  a e r u g i n o s a  w i t h  ot2MG p r o v i d e d  a  s i g n i f i c a n t  
e n h a n c e m e n t  o f  s u r v i v a l  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l
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g r o u p s .  P r o t e a s e  p r o d u c t i o n  b y  P .  a e r u g i n o s a  i n  u r i n e  
r e m a i n e d  f a i r l y  c o n s t a n t ,  i n d i c a t i n g  t h e  a b s e n c e  o f  
i n h i b i t o r s .
T h e  c o m p l e m e n t  s y s t e m  p l a y s  a  c r u c i a l  r o l e  i n  
h u m o r a l  d e f e n c e  a g a i n s t  m i c r o b i a l  p a t h o g e n s  a n d  t h e  
i m p o r t a n c e  o f  c o m p l e m e n t  i n  h o s t  d e f e n c e  a g a i n s t  
P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  a  n u m b e r  
o f  s t u d i e s .  O p t i m a l  p h a g o c y t o s i s  o f  P .  a e r u g i n o s a  b y  
h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  a n d / o r  a l v e o l a r  
m a c r o p h a g e s  r e q u i r e s  t h e  p a r t i c i p a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  
( P e t e r s o n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ;  Hammer e t  a l . ,  1 9 8 1 ;  N g u y e n  e t  
a l . ,  1 9 8 2 ) .  P r o t e a s e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  a r e  k n o w n  t o  
d e s t r o y  c o m p l e m e n t  c o m p o n e n t s  a n d  S c h u l t z  a n d  M i l l e r  
( 1 9 7 4 )  f o u n d  t h a t  p s e u d o m o n a s  e l a s t a s e  i n a c t i v a t e d  
c o m p l e t m e n t  f a c t o r s  C1 , C 3 ,  C 5 ,  C8 a n d  C 9 ,  i n  v i t r o .
A c t i v i t y  a g a i n s t  c o m p l e m e n t  o f  p r o t e a s e s  w a s  a l s o  
d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s  s t u d y  b y  a  h a e m o l y t i c  a s s a y .  T h i s  
w a s  c o n f i r m e d  b y  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  h u m a n  C3 
f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  w i t h  p u r i f i e d  a l k a l i n e  p r o t e a s e  o r  
e l a s t a s e  a n d  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  h y d r o l y s i s  f r a g m e n t s  
b y  s t a i n i n g  ( F i g u r e  1 5 ) .  O f p o s s i b l e  i n t e r e s t  w a s  t h e  
o b s e r v a t i o n  t h a t  a l k a l i n e  p r o t e a s e  a p p e a r e d  t o  b e  m o r e  
a c t i v e  a g a i n s t  C3 t h a n  e l a s t a s e .
I m m u n o g l o b u l i n s  p l a y  v e r y  i m p o r t a n t  r o l e s  i n  h o s t  
d e f e n c e  a g a i n s t  b a c t e r i a l  p a t h o g e n s ,  a n d  a r e  d e g r a d e d  b y  
p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  i n  v i t r o .  D o r i n g  a n d  c o l l e a g u e s  
( 1 9 8 1 )  r e p o r t e d  t h a t  p s e u d o m o n a s  e l a s t a s e  b u t  n o t  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  d e g r a d e d  t h e  h u m an  i m m u n o g l o b u l i n s  Ig G
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a n d  s u g g e s t e d  t h a t  b e c a u s e  o f  t h i s ,  e l a s t a s e - p o s i t i v e  
s t r a i n s  w e r e  m o r e  v i r u l e n t  t h a n  e l a s t a s e - n e g a t i v e  o r  
t o t a l l y  p r o t e a s e  n e g a t i v e  s t r a i n s .  L a t e r ,  H o l d e r  a n d  
W h e e l e r  ( 1 9 8 4 )  a l s o  r e p o r t e d  s i m i l a r  r e s u l t s .  I n  t h i s  
s t u d y  t h e  c r u d e  p r o t e a s e s  o f  t h r e e  s t r a i n s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  d e g r a d e d  b e t w e e n  28% t o  38% o f  t h e  Ig G  i n  
n o r m a l  h u m an  s e r u m  a n d  b e t w e e n  70% t o  80% o f  p u r i f i e d  Ig G  
a s  d e m o n s t r a t e d  b y  E L IS A . T h e  p u r i t y  o f  t h e  l a t t e r  
p r o b a b l y  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  l a c k  o f  i n h i b i t o r s  t h a t  a r e  
n o r m a l l y  f o u n d  i n  h u m a n  s e r u m .  T h e  i m m u n o g l o b u l i n  
d e g r a d i n g  p r o p e r t y  o f  p s e u d o m o n a s  a l k a l i n e  p r o t e a s e  w a s  
l a t e r  c o n f i r m e d  w i t h  a  p u r i f i e d  e n z y m e ,  a n d  
e l e c t r o p h o r e s i s  o f  I g G ,  IgM a n d  Ig A  i n c u b a t e d  w i t h  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  s h o w e d  c o m p l e t e  d e s t r u c t i o n  o f  l i g h t  
a n d  h e a v y  c h a i n s  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s .  H o w e v e r ,  t h e  
p u r i f i e d  e l a s t a s e  f a i l e d  t o  d e g r a d e  i m m u n o g l o b u l i n s  
d e s p i t e  p r o v e n  e l a s t o l y t i c  a c t i v i t y  i n  t h e  p l a t e  a s s a y .  
T h i s  f i n d i n g  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h a t  r e p o r t e d  b y  t h e  a b o v e  
w o r k e r s  a n d  I  c a n  o f f e r  n o  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  d i f f e r e n c e  
b u t  i t  m ay h a v e  b e e n  r e l a t e d  t o  e n z y m e  c o n c e n t r a t i o n s .
H o w e v e r ,  d e s t r u c t i o n  o f  h o s t  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  
c o m p l e m e n t  b y  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s  m ay n o t  b e  
s i g n i f i c a n t  i n  b l o o d  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  i n h i b i t o r s .  
F u r t h e r m o r e ,  n o  p r o t e a s e  a c t i v i t y  w a s  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  
s e r u m  o f  p a t i e n t s  who h a d  p s e u d o m o n a s  b a c t e r a e m i a .  T h i s  
m ay h a v e  b e e n  d u e  t o  d i l u t i o n  o f  t h e  e n z y m e  i n  t h e  b o d y  
m a s s  o r  t h a t  t h e  r a t e  o f  i n h i b i t i o n  w a s  c o n s i d e r a b l y  
g r e a t e r  t h a n  p r o d u c t i o n .  N e v e r t h e l e s s ,  p r o t e a s e s  may b e
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a b l e  t o  d e g r a d e  i m m u n o g l o b u l i n s  p r e s e n t  i n  e x t r a c e l l u l a r  
f l u i d  o r  m u c o s a l  s u r f a c e s  s u c h  a s  t h e  l u n g  a n d  g u t ,  w h e r e  
i n h i b i t o r s  may b e  a b s e n t  o r  b e  i n  i n s u f f i c i e n t  a m o u n t s .
M o r i h a r a  ( 1 9 6 4 )  s e p a r a t e d  t h r e e  p r o t e a s e s  f r o m  
P .  a e r u g i n o s a  b y  i o n  e x c h a n g e  c h r o m a t o g r a p h y  b a s e d  o n  pH 
o p t i m a ,  i s o e l e c t r i c  p o i n t ,  s u b s t r a t e  s p e c i f i c i t y  a n d  
d e s i g n a t e d  t h e s e  a s  f r a c t i o n s ,  I ,  I I  a n d  I I I ;  g e n e r a l  
p r o t e a s e s ,  e l a s t a s e  a n d  a l k a l i n e  p r o t e a s e  r e s p e c t i v e l y .  
H i s  g r o u p  ( M o r i h a r a  e t  a l 1 9 6 5 ) ,  e s t i m a t e d  b y  u l t r a ­
c e n t r i f u g a t i o n ,  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  e l a s t a s e  t o  b e
3 9 . 5  k d .  I  f o u n d  b y  SDS-PAGE t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r  
e l a s t a s e  w a s  22 k d  a n d  my r e s u l t s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o f  M o r i h a r a  a n d  T s u z u k i  ( 1 9 7 7 )  who u s e d  g e l  c h r o m a t o ­
g r a p h y  a n d  f o u n d  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  e l a s t a s e  t o  b e  23 
k d .
D i f f e r e n t  r e s u l t s  w e r e  f o u n d  b y  K r e g e r  a n d  G r a y
( 1 9 7 8 )  a n d  K e s s l e r  e t  a l . , ( 1 9 8 2 )  who r e p o r t e d  v a l u e s  o f  
3 3 - 3 5  k d  b y  SDS-PAGE f o r  e l a s t a s e .  T h e  r e a s o n  f o r  t h e  
d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  v a r i o u s  g r o u p s  m ay b e  d u e  t o  
d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  u s e d  o r  t h e  
m e t h o d s  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t .  A n o t h e r  
e x p l a n a t i o n  a s  s u g g e s t e d  b y  M o r i h a r a  a n d  T s u z u k i  ( 1 9 7 7 )  
i s  t h a t  t h e  20 k d  u n i t s  p r o b a b l y  d i m e r i z e  u n d e r  c e r t a i n  
c o n d i t i o n s  t o  y i e l d  a n  a p p a r e n t  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  3 9 . 5  
k d .
T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  a l k a l i n e  p r o t e a s e  h a s  b e e n  
e s t i m a t e d  t o  b e  a r o u n d  48  k d  ( I n o u e  e t  a l . ,  1 9 6 3 ) .
I  f o u n d  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  b y  SDS-PAGE t o  b e
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a p p r o x i m a t e l y  36  k d  u s i n g  e n z y m e  p u r i f i e d  b y  HPLC . 
A g a i n ,  t h i s  l o w e r  v a l u e  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  i n  t h e  
l i t e r a t u r e  c o u l d  b e  d u e  t o  o n e  o f  t h e  m any  r e a s o n s  g i v e n  
a b o v e .  H o w e v e r ,  t h e  s p e c i f i c i t y  t e s t s  o f  t h e  p u r i f i e d  
a l k a l i n e  p r o t e a s e  s h o w e d  i t  w a s  f r e e  o f  o t h e r  e n z y m e s  a n d  
i f  i t  w a s  i n  a  d i m e r i c  f o r m  t h e n  i t  w a s  s t i l l  a s  a c t i v e  
a s  t h e  n a t i v e  e n z y m e .
S e r u m  r e s i s t a n c e
Y o u n g  a n d  A r m s t r o n g  ( 1 9 7 2 )  r e p o r t e d  t h a t  89% a n d  91% 
o f  P .  a e r u g i n o s a  f r o m  b o d y  s i t e s  a n d  b a c t e r a e m i a  
r e s p e c t i v e l y  w e r e  r e s i s t a n t  t o  s e r u m .  T h i s  c o n t r a s t s
s t r o n g l y  w i t h  t h e  h i g h  f r e q u e n c y  o f  s e r u m  s e n s i t i v e  
i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  s p u t u m  o f  CF p a t i e n t s  ( H o i b y  
& O i l i n g ,  1 9 7 7 ) .  A l l  o f  t h e  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
s t u d i e d  h e r e  w e r e  f u l l y  r e s i s t a n t  t o  s e r u m .
T h e  i m p o r t a n c e  o f  s e r u m  r e s i s t a n c e  a s  a  d e t e r m i n a n t  
o f  b a c t e r i a l  v i r u l e n c e  h a s  b e e n  e m p h a s i z e d  b y  t h e  
e x a m i n a t i o n  o f  s t r a i n s  r e c o v e r e d  f r o m  a  v a r i e t y  o f  
i n f e c t i o n s  i n  b o t h  h u m a n s  a n d  a n i m a l s .  T h u s ,  R o a n t r e e
a n d  R a n z  ( 1 9 6 0 )  r e c o v e r e d  s e r u m - r e s i s t a n t  o r g a n i s m s  
f r e q u e n t l y  f r o m  b l o o d  c u l t u r e s  o f  p a t i e n t s  w i t h
b a c t e r a e m i a  d u e  t o  G r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a .  N e a r l y  a l l  
g o n o c o c c i  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  b l o o d  i n  g o n o c o c c a l
b a c t e r a e m i c  d i s e a s e  a r e  s e r u m  r e s i s t a n t  ( S c h o o l n i k  e t  
a l . , 1 9 7 6 ) .  E .  c o l i  s t r a i n s  f r o m  a c u t e  u r i n a r y  t r a c t
i n f e c t i o n s  i n  c h i l d r e n  a r e  s i g n i f i c a n t l y  m o r e  s e r u m  
r e s i s t a n t  t h a n  s t r a i n s  f r o m  t h e  f a e c e s  o f  h e a l t h y  
c h i l d r e n  ( O i l i n g ,  1 9 7 7 ) .  T a y l o r  ( 1 9 8 3 )  s h o w e d  w i t h
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E .  c o l i  t h a t  t h e  d e g r e e  o f  r e s i s t a n c e  t o  s e r u m  w a s
r e l a t e d  t o  t h e  n u m b e r s  o f  0 r e p e a t i n g  u n i t s  w h i c h  
s t e r i c a l l y  h i n d e r e d  c o m p l e m e n t  a c t i v a t i n g  e l e m e n t s  i n  LPS 
f r o m  i n i t i a t i n g  t h e  c o m p l e m e n t  c a s c a d e .
T h e  s e n s i t i v i t y  o f  P .  a e r u g i n o s a  t o  s e r u m  i s
b e l i e v e d  t o  r e s u l t  f r o m  a c t i v a t i o n  o f  t h e  a l t e r n a t i v e  
c o m p l e t m e n t  p a t h w a y  b y  c o r e  a n d  l i p i d  A c o m p o n e n t s  o f  LPS 
( P i e r  & A m es, 1 9 8 4 ) .  S t r a i n s  w i t h  r o u g h  LPS h a v e  t h e s e  
c o m p o n e n t s  e x p o s e d  t o  t h e  e n v i r o n m e n t  a s  a  r e s u l t  o f  l o s s  
o f  0 s p e c i f i c  s i d e  c h a i n  w h i c h  s h i e l d s  t h e  c e l l s  f r o m  
c o m p l e m e n t  ( M a k e l a  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .
C r y z  e t  a l . , ( 1 9 8 4 )  s h o w e d  t h a t  m u t a n t s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  w i t h  d e f e c t i v e  LPS w e r e  1 0 0 0 - f o l d  l e s s  
v i r u l e n t  t h a n  t h e  p a r e n t  s t r a i n s  w i t h  c o m p l e t e  L P S ;
m u t a n t s  w e r e  r a p i d l y  c l e a r e d  f r o m  t h e  b l o o d  s t r e a m  o f  
i n f e c t e d  m i c e  a n d  d i d  n o t  m u l t i p l y  i n  t h e  l i v e r  o r
s p l e e n .
E v e n  t h o u g h  t h e  LPS s t r u c t u r e s  o f  t h e  i s o l a t e s  i n  
t h i s  s t u d y  w e r e  n o t  e x a m i n e d ,  t h e  m a j o r i t y  (92% ) w e r e  
s e r o t y p a b l e  i n d i c a t i n g  t h e  p r e s e n c e  o f  0 s p e c i f i c  s i d e  
c h a i n  a n d  t h e r e f o r e  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  a s  vs m o o t h '  
s t r a i n s .  T h e  f a c t  t h a t  a l l  t h e  157  i s o l a t e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  w e r e  r e s i s t a n t  t o  n o r m a l  h u m a n  s e r u m  b u t  8% 
( 1 3 )  f a i l e d  t o  s e r o t y p e  m ay b e  r e l a t e d  t o  t h e  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e i r  c e l l - s u r f a c e  s t r u c t u r e s  o r  r e f l e c t  t h e  p r e s e n c e  
o f  s e r o t y p e s  n o t  i n c l u d e d  i n  t h e  0 a n t i g e n i c  t y p i n g  
s c h e m e .
I n  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  i t  i s  l i k e l y  t h a t  o n c e
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P .  a e r u g i n o s a  i s  e s t a b l i s h e d  i n  t h e  b l o o d  i t  w o u l d  t a k e  
a d v a n t a g e  o f  i m p a i r e d  h o s t  d e f e n c e  m e c h a n i s m s ;  i n  t h e s e  
p a t i e n t s  t h e  g r a n u l o c y t e  f u n c t i o n  i s  r e d u c e d  ( R e y n o l d s  e t  
a l . ,  1 9 7 5 )  o r  d e f e c t i v e  i n  c h e m o t a x i s ,  p h a g o c y t o s i s  a n d  
i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g  ( K l e b a n o f f  & C l a r k ,  1 9 7 8 ) .  
S e r o l o g i c a l l y  p o l y a g g l u t i n a t i n g  s t r a i n s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  a r e  m o s t  o f t e n  s e n s i t i v e  t o  s e r u m  ( P i t t  e t  
a l . ,  1 9 8 6 )  d u e  t o  t h e i r  d e f i c i e n c y  i n  0 r e p e a t i n g  u n i t s .  
I t  w a s  t h e r e f o r e  u n u s u a l  t o  f i n d  t h a t  n o n e  o f  t h e  f i v e  
i s o l a t e s  w h i c h  t y p e d  a s  p o l y a g g l u t i n a t i n g  i n  t h i s  
i n v e s t i g a t i o n  w e r e  s e r u m  s e n s i t i v e .
C y t o t o x i n
B a c t e r a e m i a  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  a u g u r s  p o o r l y  f o r  t h e  
p r o g n o s i s  i n  n e u t r o p e n i c  i m m u n o s u p p r e s s e d  p a t i e n t s  
( B a l t c h  & G r i f f i n ,  1 9 7 7 ;  F l i c k  & C l u f f ,  1 9 7 6 ) .  I n  
a d d i t i o n ,  s e p s i s  d u e  t o  P .  a e r u g i n o s a  i s  o f t e n  
c h a r a c t e r i s e d  b y  t h e  a b s e n c e  o f  l e u c o c y t o s i s  (H e lm  & 
S t i l l e ,  1 9 7 2 )  a n d  l o c a l  t i s s u e  n e u t r o p e n i a  i s  f r e q u e n t l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  n e c r o t i c  l e s i o n s  c a u s e d  b y  t h e  o r g a n i s m  
( M o n c r e i f  & T e p l i t z ,  1 9 6 4 ;  F o l e y  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .
I n  1 9 7 6 ,  S c h a r m a n n  d e s c r i b e d  a  l e u c o i d i n  p r o d u c e d  b y  
P .  a e r u g i n o s a  ( S c h a r m a n n ,  1 9 7 6 a ?  1 9 7 6 b ) .  L a t e r  L u t z
( 1 9 7 9 )  p u r i f i e d  t h e  l e u c o i d i n  p r o t e i n  a n d  r e n a m e d  i t  
c y t o t o x i n  b e c a u s e  o f  i t s  d e s t r u c t i v e  e f f e c t  o n  m o s t  
e u c a r y o t i c  c e l l s  e x c e p t  t h e  t h r o m b o c y t e s  a n d  e r y t h r o c y t e s  
o f  so m e  m a m m a l ia n  s p e c i e s .  ( F r i m m e r  e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  H e g n e r  
e t  a l . ,  1 9 7 6 ;  L u t z ,  1 9 7 9 ;  L u t z  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;
B a l t c h  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  H o w e v e r ,  n o n e  o f  t h e  r e p o r t s  o n
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c y t o t o x i n  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  p s e u d o m o n a s  i n f e c t i o n  
h a v e  a s s o c i a t e d  t h e  c h a r a c t e r i s t i c  n e u t r o p e n i a  o f  
p s e u d o m o n a s  s e p s i s  w i t h  t h e  a c t i o n  o f  t h i s  t o x i n .
My d a t a  s h o w  t h a t  a l l  o f  t h e  157  i s o l a t e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  t e s t e d  i n c l u d i n g  b l o o d  a n d  b o d y  s i t e  
i s o l a t e s  f r o m  G r o u p s  I ,  I I  a n d  I I I  p r o d u c e d  c y t o t o x i n  i n  
n o r m a l  h u m a n  p l a s m a .  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i n d i n g  
o f  S c h a r m a n n  ( 1 9 7 6 a )  who d e t e c t e d  a  c y t o t o x i n  i n  o n l y  4 
o f  100  ( 3 .6 % )  s t r a i n s  b y  a  c e l l  s w e l l i n g  a s s a y .
N e v e r t h e l e s s ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  h e r e  a r e  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  B a l t c h  e t  a l . ,  ( 1 9 8 7 )  who f o u n d  t h a t  a l m o s t  a l l  
i s o l a t e s  p r o d u c e d  c y t o t o x i n  a s  d e t e c t e d  w i t h  a  s p e c i f i c  
a n t i b o d y .
B o t h  S c h a r m a n n  a n d  B a l t c h  e t  a l . ,  u s e d  b r o t h  m e d i a  
f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  c y t o t o x i n .  I n  o r d e r  t o  i d e n t i f y  
m o r e  c l o s e l y  w i t h  t h e  s i t u a t i o n ,  i n  v i v o , I  c h o s e  t o  u s e  
n o r m a l  h u m an  p l a s m a  a s  t h e  g r o w t h  m e d iu m  f o r  c y t o t o x i n  
p r o d u c t i o n  b y  P .  a e r u g i n o s a .  F o r  t h e  s a m e  r e a s o n  n o  
a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  p u r i f y  t h e  c y t o t o x i n s .  T h e  r e s u l t s  
s u g g e s t  t h a t  c y t o t o x i n  i s  p r o d u c e d  a n d  i s  a c t i v e  i n  
p l a s m a  a n d  c o u l d  c o n t r i b u t e  t o w a r d s  d e s t r u c t i o n  o f  
l e u c o c y t e s .
I n  t h e  l e u k a e m i c  p a t i e n t  e s p e c i a l l y  o n e  w i t h  
n e u t r o p e n i a ,  b a c t e r a e m i a  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  o f t e n  p r o v e s  
f a t a l .  I t  i s  t e m p t i n g  t o  s p e c u l a t e  t h a t  l o w  g r a n u l o c y t e  
c o u n t s  may b e  f u r t h e r  r e d u c e d  b y  t h e  d i r e c t  a c t i o n  o f  
p s e u d o m o n a s  c y t o t o x i n  a n d  a l l o w  t h e  m u l t i p l i c a t i o n  a n d  
g r o w t h  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  b l o o d  s t r e a m .  O t h e r  t o x i c
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f a c t o r s  i . e . ,  e n d o t o x i n  ( Y o u n g ,  1 9 7 9 )  a n d  e x o t o x i n  A 
( L i u ,  1 9 6 6 ) ,  m ay t h e n  c o m b i n e  t o  p r o d u c e  n e c r o s i s  a n d  
b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  w h i c h  c o n t r i b u t e  t o  t h e  d e a t h  o f  t h e  
p a t i e n t .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  o b s e r v e d  r u p t u r e  a n d  r e l e a s e  
f r o m  PMNs o f  c y t o p l a s m i c  g r a n u l e s  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o  
c y t o t o x i n  s u g g e s t s  t h a t  t h e  l e u c o c y t e  e n z y m e s  s u c h  a s  
e l a s t a s e  a n d  c a t h e p s i n  G m ay p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  
l o c a l  i n f l a m m a t i o n .  B o t h  o f  t h e s e  e n z y m e s  a r e  k n o w n  t o  
c l e a v e  i m m u n o g l o b u l i n s  G, M a n d  A ( D o r i n g  e t  a l . ,  1 9 8 6 )  
a n d  PMN e l a s t a s e  a l s o  h a s  a c t i v i t y  o n  c o m p l e m e n t  3 
( S u t e r ,  1 9 8 6 )  w h i c h  i s  t h e  c e n t r a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  
c l a s s i c a l  a n d  a l t e r n a t i v e  p a t h w a y s  o f  c o m p l e m e n t  
a c t i v a t i o n .  A c t i v a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  l e a d s  t o  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  f r a g m e n t s  w h i c h  c o a t  
o r g a n i s m s  a n d  p r o m o t e  t h e i r  r e c o g n i t i o n  b y  
p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s . T h e  c y t o t o x i n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t o  e x e r t  a  m o r e  v i r u l e n t  
r o l e  i n  b a c t e r a e m i c  i n f e c t i o n  t h a n  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s . 
I n d e e d ,  p r o t e a s e s  a r e  e f f e c t i v e l y  n e u t r a l i s e d  b y  p l a s m a  
c o m p o n e n t s  a n d  p r o b a b l y  p l a y  a  m i n i m a l  o r  n o  r o l e  i n  
s y s t e m i c  i n f e c t i o n .
S c h a r m a n n  ( 1 9 7 6 b )  p u r i f i e d  t h e  p s e u d o m o n a s  c y t o t o x i n  
b y  g e l  f i l t r a t i o n  a n d  r e p o r t e d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 7 . 5  
k d  b y  SDS-PAGE. L u t z  ( 1 9 7 9 )  i m p r o v e d  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
c y t o t o x i n  b y  i n c l u d i n g  a  p r e c i p i t a t i o n  s t e p  w i t h  am m onium  
s u l p h a t e  f o l l o w e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  o n  a c r y l a m i d e - a g a r o s e  
a n d  r e p o r t e d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  2 5 . 0  k d .  T h e  c y t o t o x i n  
o f  S c h a r m a n n  a n d  L u t z  i s  c u r r e n t l y  k n o w n  a s  t h e  l o w
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m o l e c u l a r  w e i g h t  -  (LMW) c y t o t o x i n  a s  a n o t h e r  t o x i n  o f  
g r e a t e r  m o l e c u l a r  m a s s  w a s  f o u n d  b y  H i r a y a m a  e t  a l . ,  
( 1 9 8 3 )  who p u r i f i e d  a u t o l y s a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  b y  a  
c o m b i n a t i o n  o f  i o n - e x c h a n g e  c h r o m o t o g r a p h y  a n d  z o n e  
e l e c t r o p h o r e s i s .  T h e y  o b t a i n e d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f
4 2 . 5  k d  b y  SDS-PAGE a n d  t h i s  p r o t e i n  i s  k n o w n  a s  t h e  h i g h  
m o l e c u l a r  w e i g h t  (HMW) t o x i n .  M o re  r e c e n t l y ,  H a y a s h i  e t  
a l . ,  ( 1 9 8 9 )  p u r i f i e d  c y t o t o x i n  f r o m  t h e  s a m e  s t r a i n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  b y  t r y p s i n  t r e a t m e n t  a n d  s e r i a l  
c h r o m a t o g r a p h y  a n d  r e p o r t e d  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  a r o u n d  29 
k d  b y  SDS-PAGE.
I n  t h i s  s t u d y ,  I  a t t e m p t e d  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  
c y t o t o x i n  f r o m  a  c l i n i c a l  s t r a i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  b y  FPLC 
f o l l o w i n g  s o n i c a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  a n d  t r y p s i n  
t r e a t m e n t  o f  s u p e r n a t a n t s . Two f r a c t i o n s  e x h i b i t i n g  
c y t o t o x i c i t y  w e r e  f o u n d .  T h r e e  p r o t e i n  b a n d s  o f  
a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  4 4 ,  34  a n d  29 k d  w e r e
f o u n d  i n  o n e  f r a c t i o n  w h i l e  t h e  o t h e r  s h o w e d  4 b a n d s  w e r e  
r e s p e c t i v e l y  o f  5 4 ,  4 0 ,  38  a n d  29 k d  m o l e c u l a r  w e i g h t .  
No p r o t e i n  b a n d s  common t o  t h e  tw o  f r a c t i o n s  w e r e  p r e s e n t  
b u t  c y t o t o x i c  a c t i v i t y  w a s  p r e s e n t  i n  b o t h  f r a c t i o n s .  
H o w e v e r ,  t h e  a c t i v i t y  w a s  f o u r - f o l d  g r e a t e r  i n  t h e  
f r a c t i o n  w i t h  f o u r  b a n d s  a n d  i t  w a s  c o n c l u d e d  t h a t  t h i s  
f r a c t i o n  p r o b a b l y  c o n t a i n e d  a  m i x t u r e  o f  HMW a n d  LMW 
c y t o t o x i n s .
T h e  d i s c r e p a n c y  a m ong  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  
c y t o t o x i n  o b t a i n e d  f r o m  P .  a e r u g i n o s a  i s  l e s s  w e l l  
u n d e r s t o o d  b u t  t h e  d i f f e r e n c e s  may d e p e n d  o n  t h e  s t r a i n
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o f  P .  a e r u g i n o s a  a n d  t h e  m e t h o d s  u s e d  f o r  p r e p a r a t i o n  a n d  
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  t o x i n .
S c h a r m a n n  ( 1 9 7 6 a )  r e p o r t e d  t h a t  c y t o t o x i n  i s  
p r o d u c e d  a s  a  c e l l - a s s o c i a t e d  i n a c t i v e  p r e c u r s o r  
( p r o c y t o t o x i n ) , w h i c h  i s  r e l e a s e d  i n  a n  a c t i v e  f o r m  b y  
t h e  a c t i o n  o f  p s e u d o m o n a s  p r o t e a s e s . H i s  s t a r t i n g  
m a t e r i a l  f o r  p u r i f i c a t i o n  w a s  t h e r e f o r e  b a s e d  o n  a  7 2 - h  
a u t o l y s a t e  c u l t u r e .  M o re  r e c e n t l y ,  H a y a s h i  e t  a l . ,
( 1 9 8 9 )  s h o w e d  t h a t  t h e  p r o c y t o t o x i n  i s  c o n v e r t e d  i n t o  t h e  
a c t i v e  f o r m  b y  t r y p s i n  t r e a t m e n t .  An i n t e r e s t i n g  
o b s e r v a t i o n  i n  t h i s  s t u d y  w a s  t h e  f i n d i n g  t h a t  t h e  10 
p r o t e a s e - n e g a t i v e  s t r a i n s  ( s e e  T a b l e  7 )  w e r e  l e s s  
c y t o t o x i c  f o r  PMN a t  30  m in  t h a n  p r o t e a s e - p o s i t i v e  
s t r a i n s .
E x o t o x i n  A
T h e  r o l e  o f  e x o t o x i n  A i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s  r e m a i n s  t o  b e  c l a r i f i e d  a n d  
t h e r e  a r e  l i t t l e  d a t a  a v a i l a b l e  o n  t h e  f r e q u e n c y  o f  t o x i n  
A p r o d u c i n g  i n  d i v e r s e  c l i n i c a l  i s o l a t e s .  I t  w a s  
n e c e s s a r y  t h e r e f o r e  t o  d e v e l o p  a n  ELISA  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  e x o t o x i n  A i n  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s  o f  c l i n i c a l  
i s o l a t e s .  A b o u t  95% o f  t h e  i s o l a t e s  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  
b l o o d  a n d  v a r i o u s  b o d y  s i t e s  o f  t h e  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  
a n d  o t h e r  p a t i e n t s  p r o d u c e d  e x o t o x i n  A. T h e  d a t a  
s u g g e s t s  t h a t  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  e x o t o x i n  A i s  w i d e l y  
d i s t r i b u t e d  a m ong  P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s .  A h i g h  
i n c i d e n c e  o f  e x o t o x i n  A (87% ) p r o d u c t i o n  a m o n g  c l i n i c a l  
i s o l a t e s  w a s  f o u n d  i n  t h e  s t u d y  o f  P o l l a c k  e t  a l . ,
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( 1 9 7 7 )  u s i n g  c o u n t e r  c u r r e n t  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  
i m m u n o d i f f u s i o n  w i t h  a  s p e c i f i c  a n t i t o x i n  s e r u m .  I t  w a s  
a l s o  r e p o r t e d  t h a t  >90% o f  c l i n i c a l  i s o l a t e s  p r o d u c e d  t h e  
t o x i n  ( S a n a i  e t  a l . ,  1 9 7 8 )  a n d  o v e r  80% o f  e n v i r o n m e n t a l  
s t r a i n s  ( N i c a s  & I g l e w s k i ,  1 9 8 6 ) .
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  s m a l l  n u m b e r  o f  s t r a i n s  t h a t  
w e r e  n e g a t i v e  f o r  e x o t o x i n  A i n  t h e  ELISA  w e r e  u n a b l e  t o  
p r o d u c e  e x o t o x i n  A. T h e  c a p t u r e  ELISA  w a s  v e r y  s e n s i t i v e  
a n d  c a p a b l e  o f  m e a s u r i n g  n a n o g r a m  l e v e l s  o f  t o x i n s . T h e  
m ed iu m  u s e d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t o x i n  o f  P .  a e r u g i n o s a  
w a s  a l s o  o p t i m a l  f o r  t o x i n  A a n d  w a s  p a r t i c u l a r l y  l o w  i n  
i r o n  c o n t e n t .  I t  i s  k n o w n  t h a t  t o x i n  p r o d u c t i o n  i s  
s u p p r e s s e d  i n  i r o n  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  0 . 1  j j .g /m l o r  
b e l o w  0 .0 1  j i g / m l  ( B j o r n  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .
I n  t h i s  s t u d y ,  a l t h o u g h  t h e  i n c i d e n c e  o f  t o x i n  A 
p r o d u c t i o n  w a s  s i m i l a r  i n  e a c h  c l i n i c a l  g r o u p ,  m o r e  o f  
t h e  i s o l a t e s  f r o m  n o n - im m u n o c o m p r o m i s e d  p a t i e n t s  p r o d u c e d  
h i g h e r  l e v e l s  o f  e x o t o x i n  A c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  f r o m  
l e u k a e m i c  p a t i e n t s .  I t  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t h a t  i n c r e a s e d  
l e v e l s  o f  t o x i n  A may n o t  b e  a n  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  
o u t c o m e  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s  i n  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s .
E x o t o x i n  A p r o d u c t i o n  i s  u n i q u e  t o  P .  a e r u g i n o s a  a n d  
t h e r e f o r e  i t s  d e t e c t i o n  i n  b o d y  f l u i d s  o f  p a t i e n t s  w o u l d  
b e  h i g h l y  d i a g n o s t i c  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s .  T o  d o  
t h i s ,  e n z y m e  i m m u n o a s s a y s  w e r e  d e v e l o p e d  t o  d e t e c t  
d i r e c t l y ,  t h e  p r e s e n c e  o f  t o x i n  a n d  i n d i r e c t l y  t h e  
p r e s e n c e  o f  t o x i n - s p e c i f i c  a n t i b o d y  i n  p a t i e n t ' s  s e r u m .
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T h e  c h o i c e  o f  E LISA  d e p e n d e d  o n  t h e  c l i n i c a l  m a t e r i a l  
e . g . ,  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t o x i n  A i n  u r i n e  o r  BAL 
s p e c i m e n s  a  c a p t u r e  ELISA  w a s  n e c e s s a r y  b u t  a  c o m p e t i t i o n  
E L ISA  w a s  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  t e s t  f o r  s e r u m .
U r i n e  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  common s p e c i m e n s  r e c e i v e d  
i n  t h e  l a b o r a t o r y  f o r  m i c r o b i o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n  a n d  
i t  w o u l d  b e  h i g h l y  a d v a n t a g e o u s  t o  b e  a b l e  t o  d e t e c t  
t o x i n  A i n  p a t i e n t s  a s  a  d i a g n o s t i c  s i g n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n .  S u r p r i s i n g l y ,  o n l y  8% o f  u r i n e s  
w e r e  p o s i t i v e  f o r  t o x i n  A . T h i s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  
r e l a t e d  t o  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  a s s a y  b e c a u s e  a s  l o w  a s  
3 n g / m l  o f  t o x i n  w a s  d e t e c t a b l e .  A l t e r n a t i v e l y ,  so m e  o f  
t h e  s t r a i n s  f r o m  u r i n a r y  i n f e c t i o n s  m i g h t  h a v e  b e e n  
t o x i n - n e g a t i v e ,  b u t  t h i s  i s  u n l i k e l y  g i v e n  t h e  h i g h  
f r e q u e n c y  o f  p r o d u c t i o n  f o u n d  i n  t h i s  a n d  o t h e r  
i n v e s t i g a t i o n s .  I t  m u s t  a l s o  b e  c o n s i d e r e d  t h a t  s t r a i n s  
d o  n o t  p r o d u c e  e x o t o x i n  A o p t i m a l l y  i n  u r i n e  a n d  t h e  
d e t e r i o r a t i o n  ( h a l f  l i f e )  o f  t o x i n  A m ay h a v e  b e e n  a n  
a d d i t i o n a l  f a c t o r .  T h e  BAL s p e c i m e n s  f r o m  a  w i d e  r a n g e  
o f  p a t i e n t s  w e r e  a l s o  n e g a t i v e  f o r  e x o t o x i n  A, a n d  a n y  o r  
a l l  o f  t h e  r e a s o n s  g i v e n  a b o v e  may h a v e  i n f l u e n c e d  t h e  
r e s u l t .
T h e  s u c c e s s  o f  t h e  c a p t u r e  ELISA  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  t o x i n  A w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  l a c k  o f  b a c k g r o u n d  
r e a d i n g s ;  w h i c h  w a s  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  s e r u m  
s a m p l e s .  To o v e r c o m e  t h i s  a  c o m p e t i t i o n  E LISA  w a s  
d e v e l o p e d  f o r  t o x i n  d e t e c t i o n .  T h e  r e s u l t s  s t r o n g l y  
i n d i c a t e d  t h a t  t o x i n  A i s  p r o d u c e d  i n  b l o o d  d u r i n g
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i n f e c t i o n  w i t h  P .  a e r u g i n o s a .  A l m o s t  a l l  o f  t h e  s e r a  
f r o m  CF p a t i e n t s  h a d  t o x i c  A l e v e l s  i n  e x c e s s  o f  1 0 0 0  
n g / m l  d e s p i t e  h a v i n g  h i g h  a n t i b o d y  t i t r e s  t o w a r d s  t h e  
t o x i n .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  t o x i n  d i d  
n o t  i n f l u e n c e  t h e  r e a c t i v i t y  o f  t h e  l a t t e r  i n  t h e  
c o m p e t i t i o n  E LISA  a n d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a  f u n c t i o n a l  
a s s a y  i . e . ,  t i s s u e  c u l t u r e ,  we d o  n o t  k n o w  w h e t h e r  t h e  
t o x i n  a c t i v i t y  w o u l d  h a v e  b e e n  n e u t r a l i s e d  b y  a n t i b o d y  o r  
t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  g r e a t l y  e x c e e d e d  t h e  a n t i b o d y  
l e v e l .  T h i s  i s  a n  a r e a  t h a t  m i g h t  b e  w o r t h y  o f  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t i o n .
N o n e  o f  t h e  p a t i e n t s  w ho w e r e  c h r o n i c a l l y  c o l o n i z e d  
w i t h  P .  a e r u g i n o s a ,  h a d  d e v e l o p e d  b a c t e r a e m i a  d u e  t o  t h i s  
o r g a n i s m  a n d  a l l  o f  t h e m  w e r e  s t i l l  a l i v e .  T h e r e f o r e ,  
t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  c i r c u l a t i n g  t o x i n  A i n  CF p a t i e n t s  i s  
d i f f i c u l t  t o  a s s e s s  a n d  i n d i c a t e s  t h a t  e x o t o x i n  A i s  
p r o b a b l y  n o t  a  s i g n i f i c a n t  f a c t o r  i n  t h e  m o r b i d i t y  o f  
t h e s e  p a t i e n t s .
E x o t o x i n  A h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  t h e  m o s t  t o x i c  
c o m p o n e n t  (LD50 -  I p g / k g  i n  m i c e )  o f  a l l  c e l l u l a r  a n d  
e x t r a c e l l u l a r  f r a c t i o n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  ( L i u ,  1 9 7 4 ;  
B j o r n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  E x o t o x i n  A a p p e a r s  t o  p r o d u c e  
d i s e a s e  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  a n i m a l s  t h r o u g h  t h e  
i n h i b i t i o n  o f  p r o t e i n  s y n t h e s i s .  P a v l o v s k i s  a n d  
S h a c k l e f o r d  ( 1 9 7 4 )  s h o w e d  t h a t  t h e  f o l l o w i n g  i n s t i l l a t i o n  
o f  p u r i f i e d  t o x i n  i n  m i c e  t h e  e n z y m i c  a c t i v i t y  ( ADPR 
t r a n s f e r a s e )  o f  e x o t o x i n  A w a s  m a n i f e s t e d  i n  v i v o ,  b y  a  
d e c r e a s e d  u p t a k e  o f  a m i n o  a c i d s  a n d  f u n c t i o n a l  e l o n g a t i o n
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f a c t o r  (E F 2 )  ( I g l e w s k i  e t a l . ,  1 9 7 7 ) .  S i m i l a r  b i o c h e m i c a l  
a l t e r a t i o n s  w e r e  a l s o  o b s e r v e d  i n  b u r n e d  m i c e  i n f e c t e d  
w i t h  t o x i g e n i c  s t r a i n s  b u t  a n i m a l s  i n f e c t e d  w i t h  n o n -  
t o x i g e n i c  s t r a i n s  s h o w e d  n o  a l t e r a t i o n s  i n  p r o t e i n  
s y n t h e s i s  o r  l e v e l s  o f  EF2 ( P a v l o v s k i s  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .
D o r i n g  e t  a l . ,  1 9 8 5  s h o w e d  t h a t  e x o t o x i n  A i s  
c l e a v e d  b y  PMN e l a s t a s e  a n d  l o s e s  i t s  e n z y m a t i c  a c t i v i t y .  
I n d e e d ,  p a t i e n t s  w i t h  CF h a v e  m a s s i v e  i n f i l t r a t i o n  o f  
l e u c o c y t e s  i n t o  t h e  l u n g  ( S u t e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  F i g u r e  23 
a t t e m p t s  t o  s u m m a r i z e  t h e  s e q u e n c e  a n d  i n t e r a c t i o n  o f  
c y t o t o x i n ,  PMN a n d  e x o t o x i n  A. C y t o t o x i n  i s  p r o d u c e d  b y  
P .  a e r u g i n o s a  i n  t h e  h o s t  w h i c h  a c t s  d i r e c t l y  o n  PMN. 
F o l l o w i n g  l y s i s  o f  t h e  l a t t e r ,  PMN e l a s t a s e  i s  r e l e a s e d  
w h i c h  i n  a d d i t i o n  t o  d a m a g e  t o  h o s t  c e l l s  a l s o  d e g r a d e s  
e x o t o x i n  A . T h e r e f o r e ,  i f  p a t i e n t s  h a v e  a  m a s s i v e  
i n f i l t r a t i o n  o f  g r a n u l o c y t e s ,  t h e s e  w i l l  b e  a t t a c k e d  b y  
t h e  c y t o t o x i n .  I t  f o l l o w s  t h a t  n e u t r o p e n i c  p a t i e n t s  w i l l  
n o t  p r e s e n t  a  s u b s t a n t i a l  t a r g e t  f o r  p s e u d o m o n a s  
c y t o t o x i n  a n d  t h u s  a n y  e x o t o x i n  A w i l l  n o t  b e  i n a c t i v a t e d  
b y  l i b e r a t e d  g r a n u l o c y t e  e l a s t a s e .  I n  t h e  l e u k a e m i c  
p a t i e n t ,  t o x i n  A i s  p r o b a b l y  a c t i v e  i n  n a n o g r a m  
q u a n t i t i e s  a n d  i s  a b l e  t o  e x e r t  a n  i n f l u e n c e  o n  l o c a l  
p r o t e i n  s y n t h e s i s .  F u r t h e r m o r e ,  i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  b y  
S t u a r t  a n d  P o l l a c k  ( 1 9 8 2 )  t h a t  e x o t o x i n  A i n h i b i t s  h u m an  
b o n e  m a r r o w  g r a n u l o c y t e - m a c r o p h a g e  p r o g e n i t o r  c e l l s  a t  
e x c e e d i n g l y  s m a l l  c o n c e n t r a t i o n  ( p i c o g r a m m e  a m o u n t s )  i n  
v i t r o .  I f  t h i s  o c c u r s  i n  v i v o  t h e n  t h e  d i s e a s e - p r o m o t i n g
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Figure 23 Proposed sequence of the activation of P. aeruginosa cytotoxin on 
human polymorphonuclear (PMN) cells and the effect of PMN elastase on 
exotoxin A and host tissues.
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p o t e n t i a l  o f  e x o t o x i n  A i n  n e u t r o p e n i c  p a t i e n t s  w o u l d  b e  
g r e a t l y  i n c r e a s e d  a s  t h e  t o x i n  w o u l d  l o w e r  t h e  h o s t  
d e f e n c e  b y  s u p p r e s s i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o g e n i t o r  c e l l s  
w h i c h  a r e  t h e  p r i m e  s i t e  o f  o r i g i n  o f  c i r c u l a t i n g  
g r a n u l o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s .
T h e  u s e f u l n e s s  o f  E L ISA  a s  a  r a p i d  m e t h o d  ( s a m e  d a y  
r e s u l t )  f o r  d i a g n o s i s  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n  w a s  
d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s  s t u d y ;  i n  tw o  l e u k a e m i c  p a t i e n t s ,  
e x o t o x i n  A w a s  i n i t i a l l y  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r u m  s a m p l e s  
b e f o r e  t h e  c u l t u r e  r e s u l t s  w e r e  a v a i l a b l e .  P .  a e r u g i n o s a  
w a s  s u b s e q u e n t l y  i s o l a t e d  f r o m  a  f a e c a l  s a m p l e  o f  o n e  
p a t i e n t  a n d  f r o m  t h e  i n f e c t e d  r i g h t  e y e  a n d  s p u t u m  
c u l t u r e  o f  a n o t h e r .  I n  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  t h i s  may 
i n f l u e n c e  t h e  c l i n i c a l  m a n a g e m e n t .  F o r  e x a m p l e ,  p r o m p t  
i n s t i t u t i o n  o f  e m p i r i c a l  a n t i b i o t i c  t h e r a p y  i n  
n e u t r o p e n i c  p a t i e n t s  a t  t h e  o u t s e t  o f  f e v e r  i s  r o u t i n e  i n  
m any  c e n t r e s .  T h e  c o m b i n a t i o n  t h e r a p y  i s  g i v e n  t o  c o v e r  
t h e  p o s s i b i l i t y  o f  f u n g a l ,  v i r a l  a n d  a  w i d e  r a n g e  o f  
b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s  i n c l u d i n g  t h o s e  c a u s e d  b y  
P .  a e r u g i n o s a .
T h e  l e v e l s  o f  e x o t o x i n  A i n  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  w e r e  
l o w e r  t h a n  t h o s e  o f  CF a n d  o t h e r  g r o u p s  o f  p a t i e n t s . I n  
p a r t ,  t h i s  c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  t i m i n g  o f  s e r u m  
c o l l e c t i o n  f o r  d e t e c t i o n  o f  e x o t o x i n  A. As t h e  s e r a  
s t u d i e d  w e r e  c o l l e c t e d  a t  w e e k l y  i n t e r v a l s  f o l l o w i n g  
b a c t e r a e m i a  w i t h  P .  a e r u g i n o s a , r a t h e r  t h a n  d a y s  i t  i s  
p o s s i b l e  t h a t  t h e  b u l k  o f  e x o t o x i n  A h a d  b e e n  c l e a r e d  
f r o m  t h e  b l o o d  b y  t h i s  t i m e .  I n  g e n e r a l ,  t h e  l o w  l e v e l s
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o f  e x o t o x i n  A ( 1 0 - 2 0 0  n g / m l )  f a i l e d  t o  p r o d u c e  a  
c o r r e s p o n d i n g  e x o t o x i n  A a n t i b o d y  ( E T A - A b ) . T h e  
i m p o r t a n c e  o f  a d e q u a t e  ETA-Ab r e s p o n s e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  
o u t c o m e  o f  P .  a e r u g i n o s a  b a c t e r a e m i a  h a s  b e e n  e m p h a s i z e d  
b y  a  n u m b e r  o f  w o r k e r s  ( P o l l a c k  & Y o u n g ,  1 9 7 9 ;  C r o s s  e t  
a l . r 1 9 8 0 ;  P o l l a c k  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  F o r  e x a m p l e ,  C r o s s  e t  
a l . ,  ( 1 9 8 0 )  r e p o r t e d  t h a t  p a t i e n t s  w ho  s u r v i v e d  
b a c t e r a e m i a  h a d  h i g h e r  l e v e l s  ( 2 5 . 8  ± 5 . 5  p g / m l )  o f
a n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  e x o t o x i n  A t h a n  t h o s e  w ho d i e d  f r o m  
t h e  i n f e c t i o n  ( 4 . 6  ± 2 . 0  p g / m l ) .
I n  t h i s  s t u d y ,  o n e  l e u k a e m i c  p a t i e n t  s u r v i v e d  
b a c t e r a e m i a  w i t h  a  t o x i n  A p r o d u c i n g  s t r a i n  o f  
P .  a e r u g i n o s a  e v e n  t h o u g h  h e  d i d  n o t  p r o d u c e  a n t i b o d y  t o  
t o x i n  A . T h i s  p a t i e n t  w a s  n o t  n e u t r o p e n i c  a t  t h e  t i m e  o f  
b a c t e r a e m i a .  I f  a n t i b o d y  t o  t o x i n  A i s  i m p o r t a n t  i n  
d e t e r m i n i n g  t h e  o u t c o m e  o f  b a c t e r a e m i a  w i t h  P .  a e r u g i n o s a  
t h e n  i t  i s  a n o m a l o u s  t h a t  o n e  o f  t h e  p a t i e n t s  d i e d  
d e s p i t e  a d e q u a t e  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  t o  t o x i n  A a n d  
a n t i b i o t i c  t r e a t m e n t .  T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  t h e  v i e w  t h a t  
e x o t o x i n  A i s  o n l y  o n e  o f  t h e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  w h i c h  m ay 
i n f l u e n c e  t h e  o u t c o m e  o f  P .  a e r u g i n o s a  i n f e c t i o n s .
T h e  u n d e r l y i n g  c o n d i t i o n s  o f  t h e  p a t i e n t  s u c h  a s  t h e  
p r e s e n c e  o f  n e u t r o p e n i a  may c l e a r l y  a d v e r s e l y  i n f l u e n c e  
t h e  p r o g n o s i s .  M o re  r e c e n t l y ,  B i s b e  e t  a l . ,  ( 1 9 8 8 )  
a n a l y z e d  t h e  f a c t o r s  i n f l u e n c i n g  t h e  p r o g n o s i s  i n  133  
e p i s o d e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  b a c t e r a e m i a  a n d  i d e n t i f i e d  
g r a n u l o c y t e  c o u n t  < 5 0 0 /mm3 , i n a p p r o p r i a t e  a n t i b i o t i c  
t r e a t m e n t  a n d  s e p t i c  s h o c k  a s  i n d e p e n d e n t  f a c t o r s  t h a t
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a d v e r s e l y  i n f l u e n c e d  t h e  o u t c o m e  o f  P .  a e r u g i n o s a  
b a c t e r a e m i a .
T h e  c a p t u r e  E L ISA  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  ETA-Ab w a s  
d e v e l o p e d  t o  d e t e c t  p r e d o m i n a n t l y  Ig G  c l a s s  a n t i b o d i e s .
T h e  ETA- Ab i n  s e r a  o b s e r v e d  i n  s e q u e n t i a l  s p e c i m e n s  
f r o m  a  b a c t e r e m i c  n o n - l e u k a e m i c  p a t i e n t  s u g g e s t s  t h a t  t h e  
a n t i t o x i n  r e s p o n s e  o c c u r s  s h o r t l y  a f t e r  t h e  c l i n i c a l  
o n s e t  o f  i n f e c t i o n .  T h e  t i t r e  o f  a n t i b o d y  t o  e x o t o x i n  A 
(1 i n  3 2 0 0 )  w a s  d e t e c t e d  i n  s e r u m  c o l l e c t e d  7 d a y s  p o s t  
b a c t e r a e m i a .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  r e p o r t e d  b y  C r o s s  e t  
a l . ,  ( 1 9 8 0 )  w ho o b s e r v e d  t h a t  a  p a t i e n t  who h a d  
e n d o c a r d i t i s  a n d  c o n t i n u o u s  b a c t e r a e m i a  f o r  2 m o n t h s  w i t h  
P .  a e r u g i n o s a  p r o d u c e d  a n t i b o d y  t o  e x o t o x i n  A w i t h i n  t h e  
f i r s t  w e e k  o f  s e p s i s  a n d  t h i s  l e v e l  f e l l  g r a d u a l l y  d u r i n g  
t h e  s u b s e q u e n t  s e p s i s .  I t  i s  c l e a r ,  h o w e v e r ,  t h a t  
g r e a t e r  n u m b e r s  o f  p a t i e n t s  a n d  s p e c i m e n s  a r e  n e c e s s a r y  
i n  o r d e r  t o  c o n f i r m  t h i s  t r e n d .
H a e m o l y s i s
Many e x t r a c e l l u l a r  p r o d u c t s  o f  b a c t e r i a  a r e  p r o d u c e d  
w h e n  s p e c i f i c  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  a r e  l i m i t e d .  F o r  
e x a m p l e ,  e x o t o x i n  A, e l a s t a s e  a n d  a l k a l i n e  p r o t e a s e  o f  
P .  a e r u g i n o s a  a r e  m a x i m a l l y  p r o d u c e d  u n d e r  l o w - i r o n  
c o n d i t i o n s  ( B j o r n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  S i m i l a r l y ,  a  l o w  
p h o s p h a t e  l e v e l  e n c o u r a g e s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  a l k a l i n e  
p h o s p h a t a s e  a n d  h a e m o l y s i s ;  ( L i u ,  1 9 7 9 ;  O s t r o f f  & V a s i l ,  
1 9 8 7 ) .  E n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  
r e g u l a t e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  so m e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  b y  
o t h e r  p a t h o g e n i c  o r g a n i s m s  i n c l u d i n g  Y e r s i n i a
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( B r u b a k e r ,  1 9 7 2 )  a n d  B o r d e t e l l a  p e r t u s s i s  ( I d i g b e  e t  
a l . , 1 9 8 1 ) .
I  o b s e r v e d  t h a t  t h e  h a e m o l y t i c  t i t r e s  o f  
P .  a e r u g i n o s a  s t r a i n s  g r o w n  i n  n u t r i e n t  b r o t h  w i t h  l o w  
p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n  ( 1 . 0 3  m M o1/L) w e r e  t w o  t o  t h r e e ­
f o l d  g r e a t e r  t h a n  w h e n  g r o w n  i n  b r a i n  h e a r t  i n f u s i o n  
b r o t h  w i t h  h i g h  p h o s p h a t e  c o n t e n t  ( 1 8 . 6  m M o l / L ) .  A l s o ,  
t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c o s e  (1%) i n  n u t r i e n t  b r o t h  r e s u l t e d  
i n  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  h a e m o l y s i n  a c t i v i t y .  T h e s e  
r e s u l t s  a r e  s u p p o r t i v e  o f  L i u  ( 1 9 7 9 )  who f o u n d  t h a t  
m axim um  h a e m o l y s i s  p r o d u c t i o n  w a s  a c h i e v e d  o n l y  w i t h  
g r o w t h  -  l i m i t i n g  p h o s p h a t e  l e v e l s ,  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  c a r b o h y d r a t e s .  I n  a d d i t i o n ,  i t  w a s  s h o w n  h e r e  t h a t  
t e m p e r a t u r e  a n d  a g i t a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e  d i d  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e  t h e  y i e l d  o f  h a e m o l y s i n  
p r o d u c t i o n .
L i u  ( 1 9 7 9 )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  P i  r e g u l a t e d  p r o d u c t s  
o f  P .  a e r u g i n o s a  f u n c t i o n  c o - o p e r a t i v e l y  a s  a  P i  
s c a v e n g i n g  s y s t e m .  T h i s  s y s t e m  m ay b e  c r i t i c a l  t o  
p a t h o g e n e s i s ,  b e c a u s e  i t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  h u m a n s  
i n f e c t e d  w i t h  G r a m - n e g a t i v e  p a t h o g e n s ,  t h e  q u a n t i t y  o f  P i  
i n  p l a s m a  i s  r e d u c e d  t o  a  l e v e l  s u b - o p t i m a l  f o r  b a c t e r i a l  
g r o w t h  ( W e i n b e r g ,  1 9 7 4 ) .
A l l  o f  t h e  1 5 7  c l i n i c a l  i s o l a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
e x a m i n e d  p r o d u c e d  h a e m o l y s i s  o n  s h e e p  a n d  h o r s e  r e d  
c e l l s ,  b u t  54% f a i l e d  t o  d o  s o  o n  h u m an  0 c e l l s .  T h i s  
w a s  u n e x p e c t e d  a s  i t  i s  k n o w n  t h a t  t h e  e r y t h r o c y t e s  o f  
w arm  b l o o d e d  a n i m a l s  h a v e  a  c o n s t a n t  c o m p o s i t i o n ,  n o t
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o n l y  i n  i n d i v i d u a l s  o f  t h e  s a m e  s p e c i e s  b u t  a l s o  i n  
d i f f e r e n t  s p e c i e s ,  ( S i e r r a ,  1 9 6 0 ) .  I n  a d d i t i o n ,  w h i l e  
a l l  t h e  s t r a i n s  p r o d u c e d  h a e m o l y s i n  o n  s h e e p  b l o o d  a g a r  
n e a r l y  h a l f  f a i l e d  t o  l y s e  s h e e p  r e d  c e l l s  i n  b r o t h .  T h i s  
m ay b e  r e l a t e d  i n  p a r t  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  b o u n d  
h a e m o l y s i n  i n  t h e s e  s t r a i n s .  I n t e r e s t i n g l y ,  m o r e  b l o o d  
i s o l a t e s  f r o m  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  p r o d u c e d  s i g n i f i c a n t l y  
h i g h e r  t i t r e s  o f  h a e m o l y s i n  t h a n  a l l  o t h e r  i s o l a t e s .
J o h n s o n  a n d  A l l e n  ( 1 9 7 8 )  s u g g e s t e d  t h a t  h a e m o l y s i n  
f r o m  P .  a e r u g i n o s a  p l a y s  a  r o l e  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  
o c u l a r  i n f e c t i o n s . T h e y  f o u n d  t h a t  h i g h l y  v i r u l e n t  
i s o l a t e s  f r o m  c o r n e a l  u l c e r s  o r  p o s t  o p e r a t i v e  
e n d o p h t h a l m i t i s  w e r e  m o r e  h a e m o l y t i c  t h a n  s t r a i n s  
r e c o v e r e d  f r o m  m i l d  c o n j u n c t i v i t i s .  A l s o ,  L i u  ( 1 9 7 9 )  
p r o p o s e d  t h a t  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  h a e m o l y t i c  g l y c o l i p i d  
a n d  p h o s p h o l i p a s e  may p r o d u c e  c o n s i d e r a b l e  d a m a g e  t o  l u n g  
t i s s u e s  i n  p u l m o n a r y  i n f e c t i o n s .  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  
e m p h a s i z e  t h a t  n o n e  o f  t h e  l e u k a e m i c  p a t i e n t s  w i t h  
P .  a e r u g i n o s a  b a c t e r a e m i a  d e v e l o p e d  p n e u m o n i a  a n d  
t h e r e f o r e  t h e  s i g n i f i c a n c e  o f  h i g h  h a e m o l y s i n  p r o d u c i n g  
s t r a i n s  i s  d i f f i c u l t  t o  a s s e s s .  H a e m o l y s i s  d u e  t o  t h e  
h e a t  s t a b l e  g l y c o l i p i d  w a s  t h e  p r e d o m i n a t e  t y p e  p r e s e n t  
i n  t h e  f i l t r a t e s  o f  P .  a e r u g i n o s a  f r o m  a l l  t h r e e  g r o u p s  
o f  p a t i e n t s .  S t a t i s t i c a l l y ,  m o r e  i s o l a t e s  f r o m  t h e  n o n ­
im m u n o c o m p r o m is e d  p a t i e n t s  p r o d u c e d  t h e  h e a t - s t a b l e  
h a e m o l y s i n  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  e i t h e r  o f  t h e  l e u k a e m i c  
g r o u p s .
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T h e  s t u d y  o f  t h e  s p e c i f i c  p h o s p h o l i p a s e  C e n z y m e  
a c t i v i t y  o n  t h e  s u b s t r a t e  NPPC s h o w e d  t h a t  a l l  i s o l a t e s  
p r o d u c e d  t h i s  e n z y m e  b u t  G r o u p  I I  i s o l a t e s  g e n e r a l l y  
f o r m e d  h i g h e r  l e v e l s  o f  p h o s p h o l i p a s e  C t h a n  t h e  o t h e r  
g r o u p s .  H o w e v e r ,  n o  a s s o c i a t i o n  w a s  o b s e r v e d  b e t w e e n  t h e  
h i g h  p h o s p h o l i p a s e  C p r o d u c i n g  s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  
a n d  t h e  d i f f e r e n t  b o d y  s i t e s  o f  l e u k a e m i c  p a t i e n t s .  T h i s  
i s  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  r e p o r t  o f  B e r k a  e t  a l . ,  ( 1 9 8 1 )  who 
f o u n d  t h a t  u r o g e n i t a l  i s o l a t e s  p r o d u c e d  h i g h e r  
p h o s p h o l i p a s e  C t h a n  i s o l a t e s  f r o m  o t h e r  s o u r c e s .  
S i m i l a r l y ,  B a l t c h  e t  a l . ,  ( 1 9 7 9 )  a l s o  f o u n d  t h a t  b l o o d  
c u l t u r e  i s o l a t e s  p r o d u c e d  g r e a t e r  q u a n t i t i e s  o f  
p h o s p h o l i p a s e  C t h a n  n o n - b a c t e r a e m i c  i s o l a t e s .  T h e  
d i s c r e p a n c y  b e t w e e n  t h e  s t u d i e s  may b e  r e l a t e d  t o  t h e  
c u l t u r e  t e c h n i q u e  a n d  m e d iu m  e m p l o y e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  
o f  h a e m o l y s i n  f r o m  P .  a e r u g i n o s a  o r  t o  r e a l  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  s t r a i n  p o p u l a t i o n s  s t u d i e d .
I n  s u m m a ry ,  t h e r e f o r e ,  I  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  o f  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  v a r i o u s  p u t a t i v e  v i r u l e n c e  f a c t o r s  b y  
s t r a i n s  o f  P .  a e r u g i n o s a  f r o m  l e u k a e m i c  a n d  o t h e r  
p a t i e n t s .  A h i t h e r t o  u n d e s c r i b e d  f u n c t i o n  o f  c y t o t o x i n  
a n d  i t s  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n  w i t h  e x o t o x i n  A p r o d u c t i o n  
w a s  r e v e a l e d  a n d  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  i n t o  t h e  c l i n i c a l  
s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  f a c t o r s  i n  i n f e c t i o n s  o f  l e u k a e m i c  
p a t i e n t s  i s  c l e a r l y  w a r r a n t e d .
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